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 La ruta RAD6/RAD18 de tolerancia al daño en el DNA, conservada evolutivamente, 
tiene un papel fundamental en el mantenimiento de la estabilidad del genoma, 
permitiendo el baipás de lesiones no reparadas en el DNA que impiden el movimiento de 
las horquillas de replicación. Esta ruta puede subdividirse en dos ramas que muestran 
dos estrategias de tolerancia al daño en el DNA: síntesis de DNA a través de lesiones 
(TLS) y un mecanismo alternativo que permite evitar el daño. TLS utiliza polimerasas 
especializadas de baja fidelidad que pueden replicar directamente a través de las 
lesiones, mediante un proceso que es frecuentemente mutagénico. Por el contrario, la 
otra rama de la ruta lleva a cabo el baipás de las lesiones mediante un cambio de molde 
transitorio, en el que la cadena naciente bloqueada utiliza la cadena no dañada y recién 
sintetizada de la cromátida hermana como molde para la replicación de la zona de la 
lesión, en un proceso que resulta libre de errores. 
 En esta tesis, hemos analizado la contribución de las dos ramas de la ruta 
RAD6/RAD18 a la tolerancia a las lesiones en el DNA que bloquean la replicación 
cromosómica, utilizando Saccharomyces cerevisiae como modelo eucariótico y el 
compuesto alquilante metil metanosulfonato (MMS) como agente genotóxico. Hemos 
encontrado que la rama libre de errores, mediada por Rad5, tiene el papel principal en 
esta respuesta, mientras que las polimerasas de síntesis a través de lesiones tienen solo 
una contribución menor. Hemos mostrado también que Rad5 es absolutamente necesaria 
para la progresión de las horquillas de replicación a través de un DNA dañado por MMS, 
lo que indica una función directa de esta proteína en las horquillas de replicación para la 
tolerancia al daño en el DNA. Además, hemos encontrado que las actividades E3-
ubiquitina ligasa y ATPasa/helicasa de Rad5 son necesarias para la función de esta 
proteína durante la replicación cromosómica en presencia de daño en el DNA, y que 
estas actividades operan secuencialmente, no independientemente. Apoyando su papel 
específico durante la replicación, hemos mostrado también que la proteína Rad5 tiene un 
pico de expresión durante la fase S y que forma focos nucleares en respuesta al daño en 
el DNA durante la fase S. Si bien todos estos resultados indican una función de Rad5 
acoplada a la replicación del DNA, hemos encontrado que la expresión de esta proteína 
después de que la mayor parte de la replicación del genoma se haya completado revierte 
el efecto causado en su ausencia por el MMS durante la fase S, lo que sugiere que 
también es posible un modo de acción post-replicativo de Rad5. 
 En conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis indican que la rama libre de 
errores de la ruta RAD6/RAD18 de tolerancia al daño en el DNA, dependiente de Rad5, 
constituye un sistema eficiente que asegura la compleción de la replicación cromosómica 
y la viabilidad celular bajo condiciones de daño en el DNA, al mismo tiempo que minimiza 
el riesgo de mutagénesis, contribuyendo al mantenimiento de la integridad del genoma. 
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 The evolutionarily conserved RAD6/RAD18 pathway of DNA damage tolerance 
plays a crucial role in genome stability maintenance, allowing the bypass of unrepaired 
DNA lesions that hamper replication forks. This pathway can be subdivided into two 
branches that show two strategies of DNA damage tolerance: translesion DNA synthesis 
(TLS) and the alternative damage avoidance subpathway. TLS uses specialized, low-
fidelity DNA polymerases that can replicate directly across the lesions, in a process that is 
frequently mutagenic. In contrast, the damage avoidance branch mediates lesion-bypass 
by transient template switching, in which the blocked DNA nascent strand uses the newly 
synthesized undamaged strand of the sister chromatid as a template for replication over 
the DNA lesion, in a process that results error-free. 
 In this PhD thesis, we have analysed the contribution of the two branches of the 
RAD6/RAD18 pathway to the tolerance of chromosome replication-blocking DNA lesions, 
using Saccharomyces cerevisiae as a eukaryotic model and the alkylating compound 
methyl methanesulfonate (MMS) as a DNA damaging-agent. We have found that the 
error-free sub-pathway, mediated by Rad5, has the principal role in this cellular response, 
whereas translesion synthesis polymerases make only a minor contribution. We have also 
shown that Rad5 is absolutely required for the progression of replication forks through 
MMS-damaged DNA, which indicates a direct function of this protein at forks for DNA 
damage tolerance. Moreover, we have found that the E3-ubiquitin ligase and 
ATPase/helicase activities of Rad5 are necessary for the function of this protein during 
chromosome replication in the presence of DNA damage, and that these activities operate 
sequentially, not independently. Supporting its specific role during replication, we have 
also shown that the Rad5 protein has a peak of expression during S-phase and that it 
forms nuclear foci in response to DNA damage during S-phase. While all these results 
indicate a Rad5 function coupled to DNA replication, we have found that the expression of 
this protein after bulk genome replication reverts the effects caused by MMS in its 
absence during S-phase, suggesting that a post-replicative mode of action of Rad5 is also 
possible. 
 Altogether, the results obtained in this PhD thesis indicate that the error-free, 
Rad5-dependent, branch of the RAD6/RAD18 pathway of DNA damage tolerance 
constitutes a efficient system that ensures the completion of chromosome replication and 
cell viability under DNA-damaging conditions while minimising the risk of mutagenesis, 
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AAA+ ATPases associated with diverse 
cellular activities 
ATPasas asociadas con diversas 
actividades celulares 
AEP Archaeo-eukaryotic primase Primasa arqueo-eucariota 
AP  Apurinic or apyrimidinic site Sitio apurínico o apirimidínico 
APC Anaphase promoting complex Complejo promotor de anafase 
ARS Autonomously replicating 
sequence 
Secuencia de replicación autónoma 
BER Base excision repair Reparación por escisión de bases 
BIR Break induced repair Replicación inducida por rotura 
BSA Bovine serum albumin Seroalbúmina bovina 
C-terminal  Carboxilo-terminal 
CPD Cyclobutane pyrimidine dimer Dímeros de pirimidina ciclobutano 
DDT DNA damage tolerance Tolerancia al daño en el DNA 
DNA Deoxyribonucleic acid Ácido desoxirribonucleico 
DSB Double strand break Rotura de doble cadena de DNA 
DSBR Double strand break repair Reparación de roturas de doble 
cadena en el DNA 
GFP Green fluorescent protein Proteína fluorescente verde 
HH Heavy-heavy Pesado-pesado 
HJ Holliday junction Estructura o unión de Holliday 
HL Heavy-light Pesado-ligero 
HR Homologous recombination Recombinación homóloga 
HRP Horseradish peroxidase Peroxidasa de rábano 
HU Hydroxyurea Hidroxiurea 
MMR Mismatch repair Reparación de apareamientos 
erróneos 
MMS Methyl methanesulfonate Metil metanosulfonato 
N-terminal  Amino-terminal 
NER: Nucleotide excision repair Reparación por escisión de 
nucleótidos 
NHEJ Non-homologous end joining Reparación por unión de extremos 
no homólogos 
ORI Origin of replication Origen de replicación 




PFGE Pulsed field gel electrophoresis Electroforesis en gel de campo 
pulsado 
PIP PCNA-interacting protein Dominio de interacción proteína- 
PCNA 
Pol Polymerase Polimerasa 
ROS Reactive oxygen species Especies reactivas del oxígeno 
RPA Replication protein A Proteína de replicación A 
SCJs Sister chromatid junctions Uniones de cromátidas hermanas 
SDS Sodium dodecyl sulfate Dodecil sulfato sódico 
SDSA Synthesis-dependent strand 
annealing 
Reasociación de cadenas 
dependiente de síntesis 
SSA Single strand annealing Reasociación de cadenas sencillas 
SSB Single strand break Rotura de cadena sencilla 
ssDNA Single stranded DNA DNA de cadena sencilla 
TAE Tris/Acetate/EDTA Tris/Acetato/EDTA 
TBS Tris-buffered saline Tampón Tris-salino 
TBST Tris-buffered saline/Tween20 Tampón Tris-salino/Tween20 
TE Tris/EDTA Tris/EDTA 
TGS Tris/Glycine/SDS Tris/Glicina/SDS 
TLS Translesion syntesis Síntesis a través de lesiones 
Tm Melting temperature Temperatura de fusión 
UBM Ubiquitin-binding motif Motivo de unión a ubiquitina 
UBZ Ubiquitin-binding zinc finger Motivo de unión a ubiquitina 
UFC  Unidad formadora de colonia 
UV Ultraviolet Ultravioleta 
XPV Xeroderma pigmentosum variant Variante de xerodermia pigmentosa 
 

















1. DAÑO EN EL DNA Y ESTABILIDAD DEL GENOMA 
 La mayoría de los organismos almacenan su información genética en forma de 
ácido desoxirribonucleico (DNA), que se encuentra compactado en los cromosomas. En 
cada ciclo de división celular, estos deben replicarse con absoluta precisión antes de 
segregarse en la mitosis a las células hijas, de manera que la integridad del genoma se 
mantenga de generación en generación. El éxito de este proceso es esencial para la 
viabilidad celular, y los fallos en el mismo son una de las principales causas de 
inestabilidad genómica. A pesar de su complejidad, en situaciones normales la 
replicación del DNA es un proceso con una fidelidad muy alta, con una tasa de error en 
eucariotas inferior a 10-10 mutaciones por base por división celular (Kunkel y Bebenek, 
2000). Sin embargo, la integridad del genoma se encuentra constantemente amenazada 
por multitud de agentes de diversa naturaleza que provocan lesiones en el material 
genético. El daño en el DNA puede ocasionar alteraciones en su composición o en su 
estructura, que son particularmente peligrosas durante la fase S del ciclo celular, ya que 
en muchas ocasiones las lesiones en el DNA interfieren directamente con las horquillas 
de replicación, generando paradas y colapsos de las mismas que pueden dar lugar a una 
duplicación incompleta o defectuosa del genoma, e incluso a roturas cromosómicas.  
 Las células necesitan detectar el daño en el material genético y dar solución a la 
existencia del mismo, ya que la presencia de lesiones en el DNA puede suponer una 
fuente de mutaciones y de inestabilidad genómica y, en eucariotas superiores, una causa 
potencial de cáncer y otras enfermedades (Aguilera y Gomez-Gonzalez, 2008; Branzei y 
Foiani, 2010). Para hacer frente a estos problemas, las células eucariotas disponen de 
rutas que permiten la reparación o tolerancia de las lesiones en el DNA, y de mecanismos 
de vigilancia -checkpoints- que detectan las perturbaciones y permiten coordinar la 
reparación del daño y el restablecimiento de la replicación con la progresión en el ciclo 
celular (Branzei y Foiani, 2008; Friedel et al, 2009; Segurado y Tercero, 2009). 
 Gran parte de nuestra comprensión de estos procesos se debe a la utilización de 
la levadura Saccharomyces cerevisiae como modelo eucariótico de trabajo. Su facilidad 
de manipulación genética, el conocimiento de su genoma, así como la conservación 
evolutiva de los mecanismos moleculares básicos, han convertido a este organismo en 
una herramienta de trabajo extremadamente útil en investigación. Los estudios realizados 
en esta tesis se han llevado a cabo empleando esta levadura como modelo. 
 
1.1. Tipos de daño en el DNA 
 Las células se encuentran continuamente sometidas a la acción de numerosos 
agentes nocivos capaces de causar lesiones en su material genético. Algunos de estos 
agentes, así como las lesiones a las que dan lugar y los mecanismos por los que 
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habitualmente se reparan, se recogen en la figura I1. En general, los agentes que dañan 
el DNA pueden clasificarse como endógenos, cuando el daño es resultado del propio 
metabolismo de las células, o como exógenos, cuando el origen del daño es una fuente 












Figura I1. Tipos de lesiones en el DNA y sus principales mecanismos de reparación. En la parte 
superior -en recuadros naranjas- se recogen diversos agentes causantes de daño en el DNA, bajo los cuales 
-recuadrados en rojo- se recogen los tipos de lesiones que originan, así como -en recuadros azules- los 
mecanismos que se emplean para repararlos. (Basada en Hoeijmakers (2001)). 
 
 El daño endógeno, en gran parte consecuencia de reacciones de hidrólisis y 
oxidación que sufre el DNA, da lugar con frecuencia a la modificación o pérdida de bases, 
lo cual puede originar mutaciones (Barnes y Lindahl, 2004). Por ejemplo, las especies 
reactivas del oxígeno (ROS), productos del metabolismo normal de las células, pueden 
causar diversas lesiones en las bases del DNA, así como roturas de cadena sencilla en el 
mismo (SSB) (Hoeijmakers, 2001). Por otra parte, durante el propio metabolismo del DNA 
se pueden incorporar bases incorrectas, o inusuales, como análogos de bases o uracilo. 
También se pueden convertir lesiones relativamente benignas, como SSB, en otras más 
peligrosas, como roturas de doble cadena (DSB).  
 El daño exógeno se debe a la acción de agentes ambientales, como la luz 
ultravioleta (UV) o las radiaciones ionizantes, así como de compuestos químicos de 
diversa naturaleza a los que las células se ven expuestas. Estas lesiones pueden causar 
distorsiones en la hélice de DNA capaces de bloquear las horquillas de replicación 
(Husain et al, 1988; Pearlman et al, 1985). En esta tesis se ha utilizado como modelo de 
agente genotóxico el agente alquilante metil metanosulfonato (MMS), ampliamente 
empleado en los estudios de la respuesta celular al daño en el material genético. El MMS 
causa una lesión letal, la 3-metiladenina (3meA), que inhibe a la DNA polimerasa in vitro, 
y necesita ser reparada activamente (Larson et al, 1985). 
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2. DETECCIÓN Y RESPUESTA AL DAÑO EN EL DNA 
 Durante la replicación del DNA, las células se ven expuestas a multitud de 
agentes que provocan lesiones en el material genético. Al alcanzar estas lesiones, las 
horquillas de replicación pueden detenerse, corriendo el riesgo de quedar bloqueadas o 
colapsar. El checkpoint de la fase S es un mecanismo de vigilancia que permite 
responder al daño en el DNA y a las perturbaciones en la replicación coordinando una 
respuesta global necesaria para el mantenimiento de la integridad genómica (Segurado y 
Tercero, 2009). Consiste en una ruta de transducción de señales conservada 
evolutivamente (Paulovich y Hartwell, 1995; Zhou y Elledge, 2000) que, en S. cerevisiae, 











Figura I2. El checkpoint de la fase S. Representación esquemática de la activación del checkpoint de la 
fase S, así como de las respuestas que desencadena (Basada en Segurado y Tercero (2009)).  
 
 Este checkpoint se activa cuando la replicación cromosómica tiene lugar en 
presencia de daño en el DNA o en situaciones de estrés replicativo. Su activación (Figura 
I2) comienza si al encontrarse el replisoma con una lesión se produce el desacoplamiento 
de la helicasa y las polimerasas replicativas, lo que da lugar a la acumulación de DNA de 
cadena sencilla (ssDNA) que se recubre por RPA (Byun et al, 2005; Nedelcheva et al, 
2005; Sogo et al, 2002; You et al, 2002). Este DNA de cadena sencilla recubierto por 
RPA recluta a la proteína sensora Mec1 a través de su subunidad reguladora Ddc2 
(ATRIP en células humanas) a las zonas de ssDNA-RPA en las horquillas bloqueadas 
(Melo et al, 2001; Zou y Elledge, 2003), desencadenando la cascada de activación del 
checkpoint, que dará lugar a la fosforilación y activación de Rad53 (Figura I2) (Sanchez et 
al, 1996; Sun et al, 1996). Rad53 es una quinasa efectora que, activada, frena el 
progreso de la fase S, inhibiendo la activación de orígenes de replicación tardíos 
(Santocanale y Diffley, 1998; Santocanale et al, 1999; Shirahige et al, 1998), mientras 
que mantiene estables y funcionales las horquillas de replicación (Lopes et al, 2001; Sogo 
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et al, 2002; Tercero y Diffley, 2001), induce la expresión de genes que participan en la 
respuesta al daño en el DNA y previene la entrada en mitosis (Figura I2) (Allen et al, 
1994). En conjunto, estas respuestas mantienen a las horquillas de reparación capaces 
de reiniciar la replicación una vez que el problema se haya solucionado. 
 
3. MECANISMOS DE REPARACIÓN DEL DAÑO EN EL DNA 
 Para garantizar el mantenimiento de su información genética y la estabilidad de 
sus genomas, las células necesitan, además de un checkpoint activo, diversos 
mecanismos de reparación que permitan hacer frente a las lesiones en el material 
genético. A continuación se describen los mecanismos de reparación más importantes en 
células eucariotas, con especial atención a los descritos en S. cerevisiae. 
 
3.1. Reversión directa del daño en el DNA 
El mecanismo más simple y eficiente de reparación es la reversión directa del 
daño, mediante una reacción en un solo paso mediada por una enzima especializada 
(Boiteux y Jinks-Robertson, 2013). Sin embargo, la reversión directa solo puede actuar 
sobre un número muy limitado de lesiones en el DNA. El ejemplo más claro de este tipo 
de reacción es la fotorreactivación (Cook, 1970; Rupert, 1975) de los dímeros de 
pirimidina ciclobutano (CPD) por una fotoliasa de DNA. S. cerevisiae posee una fotoliasa 
específica para CPDs (Phr1), que se activa por la absorción de energía de luz azul o UV 
(de entre 300 y 500 nm) la cual se transfiere al CPD dando lugar a una especie inestable 
que al romperse restaura la estructura del DNA (Sancar, 2003). Otro ejemplo de este 
mecanismo es la reacción llevada a cabo por la metiltransferasa Mgt1 de levaduras 
(MGMT en mamíferos). Mtg1 repara las O6-metilguanina y O4-metiltimina transfiriendo de 
forma irreversible el grupo metilo al centro activo de la enzima (Sassanfar et al, 1991; 
Sassanfar y Samson, 1990; Xiao et al, 1991), tras lo cual pierde su capacidad catalítica, 
por lo que constituye un mecanismo de reparación muy costoso energéticamente.  
 
3.2. Reparación de apareamientos erróneos (MMR) 
La ruta de MMR elimina los apareamientos de bases incorrectos originados por 
errores durante la síntesis del DNA que escapan a la actividad correctora de las 
polimerasas, así como las pequeñas inserciones y deleciones que se pueden producir 
durante una replicación defectuosa del material genético (Figura I1) (Harfe y Jinks-
Robertson, 2000; Hsieh y Yamane, 2008; Kunkel y Erie, 2005). Esta ruta funciona durante 
la fase S y es fundamental para limitar la mutagénesis. MMR comienza con el 
reconocimiento del error por la proteína Msh2, que forma un heterodímero con Msh6 o 
con Msh3 (Kolodner y Marsischky, 1999). A continuación se reclutan los complejos 
INTRODUCCIÓN 
29	  
Mlh1/Pms1 (MLH1/PMS2 en humanos), Mlh1/Mlh2 (MLH1/PMS1 en humanos) y 
Mlh1/Mlh3, que interaccionan con PCNA, lo cual dirige a las proteínas de MMR a los 
sitios de nueva síntesis de DNA, contribuyendo a la discriminación de la nueva cadena. A 
su vez permiten el reclutamiento de Exo1, que degrada la región de DNA que contiene la 
lesión. Seguidamente, la polimerasa (Pol) δ rellena el hueco de DNA de cadena sencilla, 
estabilizado por RPA, tras lo cual la DNA ligasa I (Cdc9 en S. cerevisiae) sella la rotura 
para completar el proceso de reparación (Jiricny, 2006; Kunkel y Erie, 2005). 
 
3.3. Reparación por escisión de bases (BER) 
La mayor parte de las lesiones en el DNA causadas por daño oxidativo, 
alquilación, hidrólisis espontánea, desaminación o incorporación de bases inapropiadas 
como el uracilo, se eliminan por la ruta BER (Figura I1). Esta ruta requiere la acción 
secuencial de varias actividades que modifican el DNA (Hoeijmakers, 2001). En primer 
lugar, una DNA-N-glicosilasa corta el enlace N-glicosídico entre la base dañada o inusual 
y la desoxirribosa, generando un sitio AP (sitio apurínico o apirimidínico). En levaduras 
existen cinco DNA-glicosilasas, pertenecientes a dos clases: la primera, formada por 
enzimas monofuncionales que solo catalizan el corte del enlace N-glicosídico, como Ung1 
o Mag1, que rompe el enlace glicosídico entre la 3meA y la desoxirribosa (Chen et al, 
1990); y la segunda clase, integrada por enzimas bifuncionales DNA-glicosilasas/AP-
liasas que catalizan tanto el corte del enlace N-glicosídico como la eliminación del 
esqueleto fosfodiéster en los sitios AP, que incluye a Ntg1, Ntg2 y Ogg1. Tras la 
generación de los sitios AP por la actuación de las glicosilasas, o como consecuencia de 
la hidrólisis espontánea de bases, las AP-endonucleasas, Apn1 o Apn2 (Popoff et al, 
1990), se unen a los mismos en DNA de doble cadena y cortan el esqueleto fosfodiéster 
en el extremo 5’ de la lesión. La escisión del azúcar se completa con la eliminación del 
residuo desoxirribosa-fosfato por la acción de una desoxirribosa-fosfodiesterasa que corta 
el otro enlace fosfodiéster. La eliminación de los extremos 3’ o 5’ genera un pequeño 
hueco en el DNA, que debe ser rellenado por Pol ε (Wang et al, 1993) o Pol δ. Por último, 
la reparación del DNA se completa por la DNA-ligasa Cdc9. 
 
3.4. Reparación por escisión de nucleótidos (NER) 
La ruta de reparación por escisión de nucleótidos es una vía versátil que reconoce 
las distorsiones que una lesión ocasiona en el DNA, por lo que puede reparar daños 
diversos en el material genético. La ruta NER tiene un papel muy importante durante la 
fase G1 del ciclo celular, eliminando lesiones que pueden bloquear las DNA polimerasas, 
si bien puede actuar también en otras fases del ciclo. Entre las lesiones en el DNA más 
importantes que se reparan por NER se encuentran las producidas por la luz UV y las 
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distorsiones originadas por diferentes compuestos que provocan uniones covalentes 
entre cadenas del DNA. Además, supone un mecanismo alternativo para la reparación de 
sitios AP y de bases oxidadas (Figura I1) (Gellon et al, 2001; Scott et al, 1999; Swanson 
et al, 1999; Torres-Ramos et al, 2000). La ruta NER se puede dividir en dos sub-rutas, 
basándose en el paso de reconocimiento de la lesión. La primera consiste en una vía de 
reparación acoplada a la transcripción (TC-NER), en la que se reparan las cadenas 
molde de DNA de los genes a medida que se transcriben. La segunda constituye una vía 
de reparación genómica global (GG-NER), que detecta y corrige lesiones que no se 
encuadran en la anterior vía, si bien es un mecanismo más genérico y menos eficiente.  
En S. cerevisiae, la detección de la distorsión del DNA que produce el daño se 
lleva a cabo por Rad4 y Rad23 (XPC y HR23B en humanos), junto con las proteínas 
Rad16/Rad7/Abf1 (en GG-NER) y Rad26/Rpb9 (en TC-NER). Tras el reconocimiento de 
la lesión las dos vías convergen y se llevan a cabo dobles incisiones que flanquean la 
misma. Para ello, en primer lugar se recluta el complejo TFIIH, que determina la zona que 
se debe eliminar y abre la hélice de DNA en la región de la lesión. Una vez separadas las 
cadenas, la hebra no dañada se recubre por RPA, mientras que Rad14 (XPA en 
humanos), se une a la lesión (de Laat et al, 1999). Rad14 forma un complejo con Rad1-
Rad10 (ERCC1-XPF) (Guzder et al, 1996), Rad2 (XPG) interacciona con TFIIH (Lafrance-
Vanasse et al, 2012), y juntos llevan a cabo la doble incisión de la cadena dañada en los 
extremos 5’ y 3’, respectivamente (Evans et al, 1997). Tras el corte endonucleolítico, se 
liberan de la hélice 25-30 nucleótidos, y el hueco resultante se rellena por las DNA 
polimerasas Pol δ o Pol ε y se sella por la DNA ligasa 1 (Budd y Campbell, 1995). 
 
3.5. Reparación de roturas de doble cadena 
En los casos anteriores, el daño en el DNA se limita a una de las cadenas del 
mismo, de modo que, tras eliminar la lesión, la cadena no dañada se usa como molde 
para completar el proceso de reparación. Sin embargo, algunos agentes que dañan el 
DNA, como las radiaciones ionizantes, las ROS, o determinados agentes químicos (como 
la bleomicina, usada en quimioterapia), pueden causar DSB, una de las lesiones más 
graves que pueden producirse en el DNA (Figura I1). La reparación de las DSB se lleva a 
cabo por dos vías alternativas: recombinación homóloga (HR) y unión de extremos no 
homólogos (NHEJ) (Branzei y Foiani, 2008; Giglia-Mari et al, 2011; Kass y Jasin, 2010; 
Pardo et al, 2009; Wyman y Kanaar, 2006). La actuación de una u otra depende de la 
fase del ciclo celular. La recombinación homóloga necesita un DNA homólogo que actúe 
como molde (Heyer et al, 2010; Paques y Haber, 1999; Symington, 2002), como una 
cromátida hermana, por lo que actúa durante las fases S y G2/M. Tras la mitosis y 
durante G1, la reparación de las DSB se lleva a cabo mediante NHEJ (Heyer et al, 2010).  
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3.5.1. Reparación por unión de extremos no homólogos 
La ruta de NHEJ se inicia por el reconocimiento de la lesión por el complejo 
Ku70/Ku80. Ku se une a los extremos de la rotura protegiéndolos de la degradación, 
marcándolos como sitios de daño y promueve el reclutamiento del complejo MRX (Mre11-
Rad50-Xrs2; en humanos MRN, Mre11-Rad50-Nbs1), que lleva a cabo el procesamiento 
de los extremos de la rotura. Posteriormente se une un tercer complejo, homólogo de la 
DNA ligasa IV/XRCC4 en humanos, formado por una ligasa específica de NHEJ, Dnl4, y 
un factor asociado, Lif1, que promueve el procesamiento y relleno del sitio de corte 
mediante el reclutamiento de la endonuclesa Rad27 y de la polimerasa Pol4. Una vez 
generados los extremos religables, Dnl4 sella el corte y la reparación se completa (Daley 
et al, 2005; Hefferin y Tomkinson, 2005). Durante el procesamiento del DNA se puede 
producir la pérdida o sustitución de varios nucleótidos, por lo que el NHEJ puede ser un 
proceso de reparación mutagénico (Heyer et al, 2010; Lieber, 2008; Lieber, 2010). 
 
3.5.2. Reparación por recombinación homóloga  
La recombinación homóloga utiliza la invasión de hebra del DNA y la reparación 
por síntesis de DNA dependiente de molde para dar lugar a una reparación generalmente 
de alta fidelidad (Amunugama y Fishel, 2012). El proceso se inicia por la unión del 
complejo MRX y la endonucleasa Sae2 (CtlP en mamíferos) a la DSB (Heyer et al, 2010). 
A continuación se forma una región de ssDNA con extremo 3' por la resección de los 
extremos de la DSB, que se inicia por el complejo MRX-Sae2 (Clerici et al, 2005; 
Lengsfeld et al, 2007) y se extiende por las nucleasa Exo1 o por la acción conjunta de la 
nucleasa Dna2 y la helicasa Sgs1. Este ssDNA se recubre por RPA, que a través de la 
interacción con Rad52 se sustituye por Rad51, formándose un filamento nucleoproteico. 
Este filamento es fundamental para la invasión de hebra en la cromátida homóloga, 
dando lugar a una estructura temporal de DNA triple en la que ocurre el intercambio de 
cadenas (Wyman et al, 2004). La invasión de hebra desplaza la cadena complementaria 
original del molde, formándose una estructura con forma de bucle (D-loop) que contiene 
un molde de DNA con un cebador que una polimerasa puede extender. En este punto, la 
HR puede proceder de distintas formas (Friedberg, 2005; Krogh y Symington, 2004; 
Pardo et al, 2009; Prado et al, 2003; Sung y Klein, 2006; Symington, 2002). 
En la ruta clásica de reparación de roturas de doble cadena (DSBR), el extremo 5’ 
del DNA se aparea con la burbuja del D-loop del molde, dando lugar a una doble unión de 
Holliday (HJ). Una vez que una DNA polimerasa rellena el hueco, es necesario el 
procesamiento de las HJ para que se separen las dos cadenas de DNA. Este 
procesamiento puede llevarse a cabo por disolución, mediada por el complejo Sgs1-
Top3-Rmi1 (Chang et al, 2005; Ira et al, 2003; Mullen et al, 2005), que resuelve las HJ sin 
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que se produzcan sobrecruzamientos (Wu y Hickson, 2003) o por el corte 
endonucleolítico de las uniones producido por Yen1 (GEN1 en mamíferos), Mus81-Mms4 
(MUS81-EME1) o por Slx4-Slx1, que según la dirección en la que se produzca dará lugar 
a entrecruzamientos o fenómenos de conversión génica. 
La mayor parte de la recombinación homóloga tiene lugar por la ruta de 
reasociación de cadenas dependiente de síntesis o SDSA. En ella, tras el inicio de la 
síntesis de DNA después de la invasión de hebra, las cadenas invasoras de ambos 
extremos de la rotura se separan del molde y se reasocian entre sí para completar la 
síntesis del DNA. Este tipo de HR podría ocurrir durante el mecanismo de intercambio de 
molde en la tolerancia del daño en el DNA. Esta ruta evita completamente los 
sobrecruzamientos, lo que reduce los potenciales reordenamientos genómicos. 
En el caso de la que DSB se sitúe entre repeticiones directas de secuencias de 
DNA, se puede producir la reasociación de cadenas sencillas o SSA. Esta ruta conlleva la 
asociación de ssDNA recubierto por RPA mediado por Rad52 (Krogh y Symington, 2004), 
pero no involucra la invasión de hebra de un molde homólogo y es independiente de 
Rad51. Los extremos sobrantes tras la unión de las regiones homólogas son procesados 
por la nucleasa Rad1-Rad10. Este proceso es mutagénico, ya que elimina el DNA entre 
las regiones homólogas así como de una de dichas regiones (Heyer et al, 2010). 
Además, cuando solo un extremo de la rotura encuentra homología, la HR puede 
ocurrir a través del mecanismo de replicación inducida por rotura o BIR. La horquilla de 
replicación que se forma tras la invasión de hebra de este único DNA homólogo lleva a 
cabo la replicación hasta el final del cromosoma. Aunque este proceso mantiene la 
integridad del cromosoma, puede dar lugar a la pérdida de heterocigosidad de toda la 
región copiada a partir de la DSB (Heyer et al, 2010; Signon et al, 2001). 
 
4. TOLERANCIA AL DAÑO EN EL DNA  
 A pesar de la alta eficiencia de los mecanismos de detección y reparación del 
daño en el material genético, algunas lesiones escapan a su acción, y aquellas presentes 
en el DNA en el momento de la replicación pueden interferir con las horquillas de 
replicación. Para la correcta transmisión de la información genética es necesario que el 
genoma se duplique por completo y de forma precisa, por lo que es crucial hacer frente a 
las lesiones no reparadas que bloquean las horquillas de replicación. De hecho, las 
células utilizan estrategias que les permiten afrontar de forma efectiva el daño en el DNA 
sin eliminar las lesiones en el mismo (Boiteux y Jinks-Robertson, 2013; Chatterjee y 
Siede, 2013). El concepto de tolerancia al daño en el DNA (DDT) es muy diferente al de 
reparación del material genético, ya que en lugar de restaurar la estructura y secuencia 
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del DNA dañado, los mecanismos de DDT permiten el baipás de las lesiones, 















Figura I3. La ruta RAD6/RAD18 de tolerancia al daño en el DNA. La regulación de esta ruta se basa en 
gran parte en modificaciones post-traduccionales de PCNA. Durante la fase S PCNA se encuentra sumoilado, 
inhibiendo la recombinación homóloga. En respuesta al daño en el DNA, PCNA puede monoubiquitilarse, 
dando lugar a la actuación de las polimerasas de síntesis a través de lesiones. Además PCNA puede 
poliubiquitilarse activando la rama de cambio de molde dependiente de Rad5. 
 
 En células eucariotas, la tolerancia al daño en el DNA está mediada 
principalmente por la ruta conservada RAD6/RAD18, (Figura I3) la cual incluye dos 
modos de acción: síntesis de DNA a través de lesiones (TLS) y un mecanismo que evita 
el uso de la cadena dañada como molde para la síntesis de DNA. La síntesis de DNA a 
través de las lesiones utiliza polimerasas especializadas que replican directamente el 
molde dañado en un proceso que es con frecuencia propenso a error y una importante 
fuente de mutagénesis. Por el contrario, en la segunda rama de la ruta, la cadena 
naciente bloqueada usa la cadena no dañada de la cromátida hermana como molde para 
replicar la zona que contiene la lesión, y el resultado es libre de error. Los mecanismos 
de DDT se controlan en gran parte mediante modificaciones post-traduccionales de 
PCNA, el factor de procesividad de las polimerasas replicativas de DNA (Andersen et al, 
2008; Chang y Cimprich, 2009; Ulrich, 2005; Ulrich, 2009).  
 
4.1. Activación y desactivación de los mecanismos de tolerancia al daño en el DNA 
 Cuando la maquinaria replicativa se detiene por la presencia de una lesión en el 
DNA, puede producirse el desacoplamiento de la helicasa y las polimerasas replicativas, 
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lo que da lugar a la exposición de fragmentos largos de DNA de cadena sencilla. Este 
DNA expuesto, que se recubre por RPA, actúa como señal para la unión a la cromatina 
de Rad18 (Davies et al, 2008), una E3 ligasa de ubiquitina que, recluta a la enzima E2 
conjugadora de ubiquitina Rad6 con la que forma un heterodímero (Bailly et al, 1997) que 
promueve la monoubiquitilación de PCNA en la lisina 164 (Figuras I3 e I4)(Hoege et al, 
2002). El ssDNA cubierto por RPA activa también el checkpoint de la fase S (Byun et al, 
2005), sin embargo, a pesar de esta señalización común, no parece existir una 
interdependencia entre los mecanismos de señalización de ambos procesos (Chang et al, 
2006; Davies et al, 2008). La monoubiquitilación de PCNA da lugar a la sustitución de las 
polimerasas replicativas por las polimerasas de TLS (Figuras I3 e I4) en las horquillas 
bloqueadas (Hoege et al, 2002; Stelter y Ulrich, 2003). La ubiquitina unida a PCNA actúa 
a su vez como diana para otra posible modificación: la adición de una cadena de 
ubiquitinas unidas a través de su lisina 63. La poliubiquitilación de PCNA activa la rama 
libre de error de tolerancia al daño en el DNA (Figura I3). En S. cerevisiae, este proceso 
se lleva a cabo por el complejo E2 conjugador de ubiquitina Mms2-Ubc13 (MMS2-UVE1 
en células humanas) junto con la E3 ubiquitina ligasa Rad5 (Broomfield et al, 1998). En 
células humanas existen dos proteínas homólogas de Rad5 que poliubiquitilan PCNA: 
SHPRH y HLTF (Motegi et al, 2006; Unk et al, 2008; Unk et al, 2006). 
 Durante la fase S, en ausencia de daño en el DNA, el complejo Ubc9/Siz1 de S. 
cerevisiae, puede sumoilar PCNA en la lisina 164 (Figura I3) provocando el reclutamiento 
de la helicasa Srs2, que inhibe la HR (Hoege et al, 2002; Papouli et al, 2005; Pfander et 
al, 2005; Stelter y Ulrich, 2003). La sumoilación de PCNA facilita su ubiquitilación en 
respuesta al daño en el DNA, favoreciendo la tolerancia a las lesiones en el material 
genético y minimizando la recombinación. De hecho, PCNA sumoilada podría ser el 
sustrato fisiológico de Rad18, al menos en S. cerevisiae (Parker y Ulrich, 2012).  
 Además de Rad18, otras E3 ligasas como RNF8 o CRL4CDT2 podrían realizar una 
pequeña aportación a la monoubiquitilación de PCNA en células de mamífero (Terai et al, 
2010; Zhang et al, 2008), cuya relevancia en la activación o regulación de la tolerancia al 
daño en el DNA aún se desconoce. Del mismo modo, células de ratón que carecen de 
HLTF/SHPRH muestran una poliubiquitilación de PCNA residual, lo que sugiere que otras 
proteínas podrían jugar algún papel en esta modificación de PCNA. Un posible candidato 
sería RNF8, dado que puede poliubiquitilar PCNA in vitro (Terai et al, 2010). 
 La poliubiquitilación de PCNA es un proceso reversible, lo que permite la 
desactivación de los mecanismos de DDT una vez que se han superado las lesiones 
capaces de bloquear las horquillas de replicación. En células de mamífero, USP1, una 
proteasa específica de ubiquitina, elimina la ubiquitina unida a PCNA (Huang et al, 2006). 
La proteasa Ubc10 de S. cerevisiae, lleva a cabo la misma función, y puede desubiquitilar 
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tanto PCNA mono- como diubiquitilado (Gallego-Sanchez et al, 2012), lo que sugiere que 
esta proteasa, y por extensión USP1, podría actuar sobre PCNA poliubiquitilado, 
causando la desactivación tanto de la rama de TLS como de la dependiente de Rad5. Por 
el momento se desconoce cómo se regula la función de estas proteasas, aunque se ha 
propuesto que la irradiación UV inhibe a USP1, lo que permite que se acumule PCNA 
ubiquitilado y se active la ruta de TLS (Huang et al, 2006). 
 
4.2. Tolerancia al daño en el DNA mediante síntesis a través de lesiones  
 La síntesis de DNA a través de lesiones es un mecanismo que permite el baipás 
directo de las lesiones no reparadas en el DNA. Aunque contribuye a la resistencia a los 
agentes genotóxicos y es importante para la estabilidad del genoma, es también una 
fuente de mutagénesis inducida por daño. En el proceso de TLS, la polimerasa replicativa 
bloqueada se sustituye por una polimerasa especializada capaz de replicar sobre la 
lesión en el DNA (Lehmann et al, 2007). Las polimerasas de TLS son enzimas con baja 
procesividad y baja fidelidad de síntesis, que carecen de actividad exonucleasa 
correctora de errores (Kunkel, 2004) y poseen sitios activos flexibles capaces de 
acomodar las bases modificadas del DNA (Lange et al, 2011; Sale, 2013; Waters et al, 
2009). Estas polimerasas insertan bases correctas o incorrectas frente a una lesión, tras 
lo cual es necesario un paso de extensión que puede ser realizado por la misma o por 
otra polimerasa de TLS. A continuación, la polimerasa de TLS se sustituye por una 
polimerasa replicativa, de alta fidelidad, para continuar con la replicación del DNA. 
 S. cerevisiae posee tres polimerasas de TLS: Rad30 (Pol η) y Rev1, 
pertenecientes a la familia Y, y Pol ζ, de la familia B, compuesta por las subunidades 
Rev3, catalítica, y la accesoria o reguladora Rev7 (Sale, 2013). En células de mamífero 
existe un mayor número de polimerasas con actividad significativa de síntesis a través de 
lesiones. Se incluyen cuatro miembros de la familia Y: Pol η (POLH), REV1, Pol κ (POLK) 
y Pol ι (POLI); una polimerasa de la familia B: Pol ζ, formada por la subunidad catalítica, 
REV3L, y por REV7 (MAD2L2), y dos polimerasas de la familia A: Pol ν (POLN) and Pol θ 
(POLQ) (Lange et al, 2011; Sale, 2013; Waters et al, 2009). Además, una polimerasa 
humana de la familia AEP recientemente identificada, PrimPol, muestra también actividad 
TLS in vitro e in vivo (Bianchi et al, 2013; Garcia-Gomez et al, 2013; Mouron et al, 2013).  
 Es muy probable que la elección de una u otra polimerasa de TLS se deba 
principalmente al tipo de daño en el DNA, ya que cada una muestra distinta afinidad por 
las diversas lesiones en el material genético. En general, se considera que las 
polimerasas de TLS son propensas a cometer errores, ya que el resultado de su 
actuación es con frecuencia mutagénico. Sin embargo, dependiendo del tipo de lesión en 
el DNA y de la polimerasa que se utilice, el resultado puede ser libre de error o 
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mutagénico (Friedberg et al, 2002). Así, Pol ζ extiende apareamientos de bases 
incorrectos y junto con Rev1 es responsable de gran parte de la mutagénesis inducida 
por daño. Por su parte, Pol η (que es propensa a cometer errores en DNA no dañado) 
inserta dos adeninas frente a un dímero de timina (Johnson et al, 1999b), la lesión 
causada por luz UV más frecuente, y el resultado es libre de error. 
 La monoubiquitilación de PCNA aumenta la afinidad basal de las polimerasas de 
la familia Y por este factor de procesividad, lo que permite su reclutamiento a los sitios de 
daño en el DNA (Figura I4). Estas polimerasas contienen motivos de unión a ubiquitina, 
UBZ y UBM, que junto con sus motivos de interacción con PCNA (PIP) permiten una 
doble unión a PCNA monoubiquitilado (Bienko et al, 2005). Pol ζ carece de dominios de 
unión a ubiquitina, si bien puede reclutarse a los sitios de daño a través de su interacción 
con Rev1, que gracias a sus dominios de interacción proteína-proteína puede actuar 
















Figura I4. Activación y modulación de la rama de TLS por diversos factores. Cuando la horquilla de 
replicación encuentra una lesión no reparada en el DNA, la helicasa y las polimerasas replicativas pueden 
desacoplarse parcialmente, dejando expuestos tramos de DNA de cadena sencilla que se recubren con RPA. 
Este ssDNA recubierto por RPA actúa como señal para la activación del checkpoint de fase S y para el 
reclutamiento de Rad18, que junto con Rad6 monoubiquitilan PCNA. Esta modificación da lugar al 
intercambio de las polimerasas replicativas por las polimerasas de TLS. En el panel inferior se muestran -en 
morado- diversas proteínas que modulan TLS en células humanas. 
 
 Aunque está claro que la ubiquitilación de PCNA permite el acceso de las 
polimerasas de TLS a las lesiones en el DNA, se desconoce cómo reemplazan a las 
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polimerasas replicativas. Un trabajo reciente sugiere que este intercambio puede estar 
mediado, en parte, por Def1, que en presencia de daño en el DNA promueve la 
ubiquitilación y degradación de Pol3, la subunidad catalítica de Pol δ, lo que puede 
facilitar el intercambio de polimerasas (Daraba et al, 2014). Además, la actividad de las 
TLS está mediada por diversos factores. Entre ellos, varios estudios han indicado un 
papel de Mec1/ATR en el control de su función (Gallego-Sanchez et al, 2013; Gohler et al, 
2011; Hirano y Sugimoto, 2006; Pages et al, 2009). Del mismo modo, otras 
modificaciones post-transcripcionales de las polimerasas de TLS contribuyen a su 
regulación. Por ejemplo, la ubiquitilación de Pol η inhibe su interacción con PCNA y se 
encuentra reducida en presencia de daño en el DNA (Bienko et al, 2010; Jung et al, 2011). 
 A pesar de que la monoubiquitilación de PCNA es fundamental para promover 
TLS, la activación de este proceso parece ser mucho más compleja. Por ejemplo, la 
modificación de PCNA podría no ser esencial en células de mamífero (Hendel et al, 2011) 
y, en S. cerevisiae, parte de la función de Pol ζ es independiente de la ubiquitilación de 
PCNA (Stelter y Ulrich, 2003). Estos datos sugieren mecanismos alternativos para la 
tolerancia al daño en el DNA mediada por TLS, que serían dependientes de una función 
no catalítica de REV1 (Edmunds et al, 2008). Por otra parte, se ha propuesto que la Pol η 
humana tiene un papel inesperado, separable de su función catalítica, en el reclutamiento 
de Rad18 y la ubiquitilación de PCNA en respuesta al daño en el DNA (Durando et al, 
2013). Este estudio pone en cuestión la idea de TLS como una ruta lineal en la que 
Rad18 promueve la actividad de las TLS por la ubiquitilación de PCNA, sugiriendo una 
interdependencia en los papeles de Rad18 y Pol η en la activación de TLS.  
 Algunos de los últimos avances en el modo de acción de la síntesis a través de 
lesiones proceden de la identificación de diversas proteínas que pueden actuar como 
reguladores de la monoubiquitilación de PCNA y de TLS (Figura I4), especialmente en 
mamíferos, donde la regulación del proceso es más compleja que en levaduras. Así, 
Spartan (C1orf124/DVC1) sería un regulador de las polimerasas de TLS en mamíferos, 
aunque tanto su mecanismo de acción como sus efectos son controvertidos (Centore et 
al, 2012; Davis et al, 2012; Ghosal et al, 2012; Juhasz et al, 2012; Mosbech et al, 2012). 
También se ha mostrado que NBS1 participa en la regulación de TLS: esta proteína se 
une a RAD18 tras exposición con luz UV y participa en su reclutamiento a los sitios de 
daño. Además, NBS1 tiene un papel directo en la síntesis a través de lesiones 
dependiente de Pol η (Yanagihara et al, 2011). Otro posible regulador de TLS es PAF15, 
que en una fase S normal está ubiquitilado y se une a PCNA, inhibiendo el reclutamiento 
de Pol η (Povlsen et al, 2012). Cuando existen perturbaciones en la replicación, esta 
proteína se separa de PCNA, lo que facilitaría el baipás de las lesiones al permitir la 
unión de Pol η (Povlsen et al, 2012). Diversos estudios proponen que los remodeladores 
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de cromatina también son importantes en la activación de TLS. Así, el complejo 
remodelador de cromatina de levadura INO80 facilita el reclutamiento de Rad18 a las 
horquillas bloqueadas y por consiguiente la monoubiquitilación de PCNA y la síntesis a 
través de lesiones (Falbo et al, 2009). Del mismo modo, el complejo remodelador RSC 
juega un papel en la monoubiquitilación de PCNA en S. cerevisiae (Niimi et al, 2012). 
Recientemente se ha encontrado que el represor transcripcional ZBTB1, que tiene un 
dominio de unión a ubiquitina UBZ4, también actúa en la regulación de TLS en mamíferos 
en respuesta al daño en el DNA producido por luz UV (Kim et al, 2014). ZBTB1 es 
necesario para la localización de fosfo-KAP1 a la cromatina, lo que permite la relajación 
de la misma en condiciones de daño en el DNA, facilitando el reclutamiento de Rad18 y, 
por tanto, la monoubiquitilación de Rad18 y el proceso de TLS (Kim et al, 2014). 
 
4.3. Rama libre de error dependiente de Rad5 de tolerancia al daño en el DNA 
 La segunda rama de la ruta RAD6/RAD18, dependiente de Rad5, se desencadena 
con la poliubiquitilación de PCNA en la lisina 164, y permite la tolerancia al daño en el 
DNA mediante un mecanismo libre de errores (Figuras I3). Aunque este proceso no se 
comprende por completo molecularmente, se postula que esta vía evita la lesión 
mediante un cambio temporal de cadenas molde, en el que la cadena bloqueada utiliza la 
hebra no dañada de la cromátida hermana, recién sintetizada, como molde para replicar 
la región dañada (Zhang y Lawrence, 2005). En principio se propuso que este modo de 
tolerancia de las lesiones ocurría por reversión de las horquillas de replicación (Higgins et 
al, 1976) y, más tarde, se sugirió que este mecanismo podría implicar la invasión de la 
cromátida hermana por la cadena naciente bloqueada, en un proceso similar a la 
recombinación homóloga (Zhang y Lawrence, 2005). 
 Rad5 (Figura I5), la E3 ubiuitina-ligasa responsable de la poliubiquitilación de 
PCNA en S. cerevisiae, contiene un dominio helicasa formado por los 7 motivos 
característicos de la superfamilia SWI/SNF2 de ATPasas dependientes de DNA (Johnson 
et al, 1992), en el cual se encuentra embebido un motivo RING finger responsable de su 
actividad E3 y de la interacción con su enzima conjugadora E2 correspondiente. Además, 
Rad5 contiene un dominio HIRAN que podría facilitar el reconocimiento del DNA dañado 
o de las horquillas de replicación bloqueadas y la unión a la cromatina (Iyer et al, 2006).  
 La actividad ATPasa dependiente de DNA de Rad5 es necesaria para su función 
en la tolerancia al daño en el DNA (Gangavarapu et al, 2006) y está ligada a su actividad 
como helicasa de DNA, la cual promueve la regresión de horquillas de replicación in vitro 
(Blastyak et al, 2007) (Figura I6). Del mismo modo, su proteína homóloga HLTF también 
es capaz de catalizar in vitro la regresión de horquillas de replicación sintéticas (Blastyak 












Figura I5. Estructura de Rad5 y de sus homólogas funcionales en humanos, HLTF y SHPRH. Las tres 
proteínas muestran una organización conservada de sus dominios funcionales, con el dominio RING finger     
-en rojo- de tipo C3HC4 embebido en el dominio helicasa. Los siete motivos que forman el dominio helicasa se 
muestran en azul nombrados con números romanos. Rad5 y HLTF contienen además un dominio HIRAN -en 
verde- en su extremo N terminal, mientras que SHPRH muestra un dominio H15 -en rosa-, que media la 
interacción con Rad18 (Zeman et al, 2014), así como un dominio C4HC3 PHD, similar al dominio RING finger  
-en naranja-. 
 
 El intermediario que se forma puede resolverse por una nueva reversión de la 
horquilla de replicación que permita el reanillamiento de las cadenas parentales con sus 
correspondientes cadenas hijas y la continuación de la replicación. Sin embargo, aún se 
desconoce si la regresión de horquillas mediada por Rad5HLTF para permitir la tolerancia 
de las lesiones en el DNA ocurre in vivo. Por otra parte, bajo condiciones de daño en el 
DNA, se ha mostrado mediante electroforesis bidimensional la existencia de estructuras 
con forma de X que implican uniones de cromátidas hermanas (SCJs) (Branzei et al, 
2008; Liberi et al, 2005; Minca y Kowalski, 2010), lo cual encaja con el modelo de cambio 
de molde para el baipás de las lesiones en el DNA. En este caso ocurriría un mecanismo 
de invasión de hebra que permite usar la secuencia homóloga de la cromátida hermana 
como molde, formando un D-loop que tras la síntesis de DNA debe resolverse, 
volviéndose a asociar el nuevo fragmento a la cadena molde con la lesión (Figura I6). La 
formación de estas SCJs inducidas por daño dependen de Rad5 y Rad18, y en el 
proceso podrían participar distintos componentes de la maquinaria de HR como Rad51 o 
Rad52, probablemente reclutados por el complejo Shu; además requiere síntesis de DNA 
dependiente de Pol δ pero no las polimerasas de TLS (Ball et al, 2009; Branzei et al, 
2008; Gangavarapu et al, 2007; Liberi et al, 2005; Minca y Kowalski, 2010; Vanoli et al, 
2010). Este proceso se encuentra favorecido por la sumoilación de PCNA (Branzei et al., 
2008). Finalmente, las SCJs se resuelven normalmente por el complejo Sgs1/Top3/Rmi1 
(Branzei et al, 2008; Liberi et al, 2005).  
 

























Figura I6. Esquema de los posibles modos de actuación de los mecanismos de tolerancia al daño en 
el DNA mediados por la ruta RAD6/RAD18. El baipás de las lesiones no reparadas (representadas por una 
X) que originan bloqueos de las horquillas de replicación puede llevarse a cabo por TLS o por intercambio de 
cadenas molde, los cuales, en principio, pueden tener lugar asociados a la horquilla de replicación (A), o de 
forma post-replicativa (B). En el segundo caso, los mecanismos de tolerancia a las lesiones rellenan huecos 
dejados en la cadena hija como consecuencia de un reinicio de las horquillas de replicación tras la lesión en 
el DNA. TLS se lleva a cabo por polimerasas especializadas capaces de replicar a través de las lesiones. 
Durante el mecanismo de cambio de molde, la cadena naciente bloqueada usa temporalmente la cadena 
recién sintetizada, no dañada, de la cromátida hermana como molde para replicar la zona que contiene la 
lesión. El intercambio de molde requiere la invasión del dúplex de DNA homólogo por la hebra naciente 
bloqueada, lo que da lugar a un intermediario de recombinación. En el baipás de las lesiones asociado a las 
horquillas de replicación, el intercambio de molde podría ocurrir además por regresión de la horquilla de 
replicación bloqueada y su posterior reversión una vez que se ha sintetizado el DNA complementario al del 
sitio de la lesión. Por simplificación, el esquema muestra únicamente lesiones en la cadena líder del DNA. 
Las lesiones en la cadena retrasada probablemente den lugar a huecos en la cadena hija debidos a 




 La poliubiquitilación de PCNA se ha ligado firmemente al intercambio de molde 
(Figura I7) (Hoege et al, 2002), pero el mecanismo por el que esta modificación da lugar 
al intercambio de cadenas es todavía especulativo. Una posibilidad es que como 
consecuencia directa de la poliubiquitilación de PCNA se desplacen las polimerasas de 
TLS, lo que facilitaría el acceso y posterior función de las proteínas involucradas en el 
proceso de intercambio de molde. Otra posibilidad es que PCNA poliubiquitilado actúe 
como plataforma de unión que permita el reclutamiento de proteínas necesarias para el 
mecanismo de tolerancia al daño en el DNA dependiente de Rad5. Con respecto a esta 
segunda posibilidad, se han encontrado proteínas con afinidad por PCNA poliubiquitilado 
(Figura I7), como Mgs1, una AAA+ATPasa que interacciona con PCNA modificado a 
través de su dominio de UBZ tanto in vivo como in vitro (Saugar et al, 2012). Mgs1 es 
esencial en ausencia de la ruta RAD6/RAD18 y contribuye a la estabilidad del genoma. 
Esta proteína interacciona preferentemente con PCNA poliubiquitilado lo que permite su 
reclutamiento a la cromatina cuando las horquillas de replicación están detenidas (Saugar 
et al, 2012). WRNIP1, homóloga de Mgs1 en mamíferos, se recluta a focos asociados a 
RPA en un proceso que depende del dominio UBZ (Crosetto et al, 2008). Otra ATPasa 
que reconoce PCNA poliubiquitilado es ZRANB3 (también conocida como AH2) (Ciccia et 
al, 2012; Weston et al, 2012; Yuan et al, 2012). Curiosamente, ZRANB3/AH2 y WRNIP1 
colocalizan en focos y coinmunoprecipitan (Ciccia et al, 2012). ZRANB3/AH2 reconoce 
PCNA poliubiquitilado a través de sus motivos PIP y NZF. Además, esta proteína muestra 
actividad endonucleasa, con preferencia por sustratos de DNA ramificados, así como una 
actividad helicasa que promueve el reanillamiento del DNA y la regresión de las horquillas 
de replicación (Ciccia et al, 2012; Weston et al, 2012; Yuan et al, 2012). La carencia de 
ZRANB3/AH2 da lugar a la acumulación de intercambios de cromátidas hermanas y de 
defectos en el reinicio de la replicación desde las horquillas detenidas en respuesta al 
daño en el DNA, lo que sugiere de que dicha proteína juega una función en la rama libre 
de error de tolerancia al daño en el DNA, quizá participando en el intercambio de cadenas 
en células de mamíferos (Ciccia et al, 2012; Weston et al, 2012; Yuan et al, 2012).  
 Además, estudios realizados en levaduras para identificar factores que actúan 
junto a PCNA poliubiquitilado han mostrado que el complejo 9-1-1 participa, junto con 
Exo1, en la rama dependiente de Rad5 de tolerancia al daño en el DNA (Karras et al, 
2013). Se ha mostrado que el complejo 9-1-1 podría promover el intercambio de molde 
de manera independiente de su función de checkpoint, de una forma post-replicativa, y 
que el papel de Exo1 en esta ruta sería expandir los gaps de DNA de cadena sencilla, 
facilitando la acción de los factores de recombinación homóloga (Karras et al, 2013). 
Además de promover la ruta dependiente de Rad5, el complejo 9-1-1 podría suprimir TLS 
bajo condiciones de daño crónico en el DNA (Murakami-Sekimata et al, 2010). 

















Figura I7. Activación y modulación de la rama de tolerancia al daño en el DNA dependiente de Rad5. 
PCNA monoubiquitilado puede ser poliubiquitilado por Rad5HLTF/SHPRH junto con Ubc13-Mms2UEV1. La 
poliubiquitilación de PCNA da lugar a la actuación de la rama libre de error dependiente de Rad5. En el panel 
inferior se muestran diversas proteínas que se unen a PCNA poliubiquitilado, probablemente modulando este 
mecanismo de baipás de las lesiones. 
 
 Una característica interesante de la rama libre de error de la ruta RAD6/RAD18 en 
mamíferos es la existencia de dos homólogas funcionales de Rad5 capaces de 
poliubiquitilar PCNA: SHPRH y HLTF (Motegi et al, 2008; Motegi et al, 2006; Unk et al, 
2010; Unk et al, 2008; Unk et al, 2006). En ausencia de cualquiera de ellas aumenta la 
frecuencia de anomalías cromosómicas así como de mutaciones puntuales en 
condiciones de daño en el DNA (Lin et al, 2011; Motegi et al, 2008; Motegi et al, 2006). 
Aunque ambas pueden poliubiquitilar PCNA, sus funciones no son redundantes, sino que 
promueven respuestas específicas para distintos tipos de lesiones. Así, en respuesta a la 
irradiación con luz UV, HLTF promueve la monoubiquitilación de PCNA y el reclutamiento 
de Pol η, a la vez que suprime la acción de SHPRH. Por el contrario, cuando las células 
se tratan con MMS, HLTF se degrada y SHPRH recluta Pol κ (Lin et al, 2011). Estos 
datos indican que HLTF y SHPRH no solo promueven la rama libre de error de tolerancia 
al daño en el DNA y son capaces de diferenciar entre distintos tipos de daño, sino que 
además coordinan en parte la interacción entre la rama dependiente de Rad5 y la de TLS. 
Del mismo modo, Rad5 también participa en la regulación de TLS de forma 
independiente de sus actividades ubiquitina-ligasa o helicasa, probablemente mediante 
un papel estructural (Coulon et al, 2010; Gangavarapu et al, 2006; Halas et al, 2011; 
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Kuang et al, 2013; Pages et al, 2008; Sale, 2013). Estos datos muestran la existencia de 
interconexiones funcionales entre las dos ramas de la ruta RAD6/RAD18 de tolerancia al 
daño en el DNA. 
 
4.4. Balance entre los mecanismos de síntesis a través de lesiones y cambio de 
molde para el baipás del daño en el DNA 
 Una cuestión importante por resolver es establecer cuáles son los mecanismos 
que regulan la elección entre las distintas estrategias de tolerancia de las lesiones en el 
DNA. Esta elección puede determinar que el resultado del proceso sea libre de error o 
mutagénico, por lo que es necesaria la existencia de un balance adecuado entre los dos 
modos de DDT. Por el momento no se conoce qué causa el paso de monoubiquitilación a 
poliubiquitilación de PCNA y por tanto de TLS al mecanismo de cambio de molde. Rad5 y 
Rad18 interaccionan físicamente (Ulrich y Jentsch, 2000), lo que debería ser fundamental 
para desencadenar la transición del estado mono- a poliubiquitilado de PCNA. Sin 
embargo, se sabe poco acerca de las condiciones que promueven la interacción entre 
Rad5 y Rad18, así como con el complejo E2 conjugador de ubiquitina Ubc13-Mms2. 
 Como la síntesis a través de lesiones es frecuentemente mutagénica, cabría 
esperar que el mecanismo libre de error constituyese la primera elección para la 
tolerancia de las lesiones en el DNA. Sin embargo, este no es siempre el caso. De hecho, 
a pesar de su naturaleza mutagénica, TLS es importante en la defensa de las células 
frente al daño en el DNA, lo que indica que funciona en la célula de forma habitual. En 
células de mamífero, la poliubiquitilación de PCNA se detecta en menores niveles que en 
levaduras (Kannouche et al, 2004), pero se desconoce si esto implica que el mecanismo 
de cambio de molde es en general menos importante para la tolerancia al daño en el 
DNA en eucariotas superiores. Esta idea se vería apoyada por un estudio que muestra 
que, en células humanas, las lesiones en el DNA causadas por agentes ambientales 
como el humo del tabaco o la luz UV se toleran preferentemente mediante TLS, si bien 
una lesión artificial causada por introducción de un trimetileno se tolera preferentemente 
por intercambio de cadena molde (Izhar et al, 2013). En S. cerevisiae, el daño causado 
por la exposición aguda a luz UV se tolera mayoritariamente por TLS (Daigaku et al, 
2010). Sin embargo, la ruta libre de error dependiente de Rad5 es más importante en el 
caso de una exposición crónica a luz UV a baja dosis (Hishida et al, 2009). En levaduras, 
ambas ramas de la ruta de DDT son suficientes para hacer frente a dosis muy bajas de 
MMS, pero el uso preferente de una u otra depende en este caso de la fase del ciclo 
celular (Huang et al, 2013). Los ejemplos anteriores muestran que no está claro qué 
determina la prevalencia de una u otra rama de la ruta RAD6/RAD18 cuando las células 
hacen frente al daño en el DNA. Diversos factores parecen participar en esta elección, 
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incluyendo el tipo de lesión, el alcance del daño y el momento del ciclo celular. También 
es posible que tanto TLS como la vía libre de error actúen simultáneamente en la célula 
para responder al mismo tipo de lesiones en el DNA, y quizá la elección entre una u otra 
debería considerarse teniendo en cuenta una región cromosómica local y no la célula en 
su conjunto. De hecho, un estudio reciente ha mostrado que la torsión del DNA, mediada 
por Hmo1 en S. cerevisiae, dirige las lesiones hacia la vía libre de error dependiente de 
Rad5 (Gonzalez-Huici et al, 2014). Esto revela que los cambios topológicos tienen una 
importante influencia en el modo de tolerar las lesiones en el DNA. 
 
4.5. Dónde y cuándo actúan los mecanismos de tolerancia al daño en el DNA  
 Un debate por resolver es si la tolerancia al daño en el DNA tiene lugar acoplada a 
las horquillas de replicación o de una forma post-replicativa (Figura I6) (Ulrich, 2011). 
Aunque inicialmente DDT se consideró un proceso de reparación post-replicativo, la idea 
más extendida posteriormente es que el baipás de las lesiones en el DNA ocurría 
directamente en las horquillas de replicación. Sin embargo, diversos estudios llevados a 
cabo en levaduras apoyan la idea de que ambas ramas de la ruta RAD6/RAD18 actúan 
detrás de las horquillas de replicación, seguramente promoviendo el relleno de los 
huecos o gaps que podrían dejarse en la hebra naciente (Branzei et al, 2008; Daigaku et 
al, 2010; Diamant et al, 2012; Huang et al, 2013; Karras y Jentsch, 2010; Lopes et al, 
2006). Es más, aun cuando los procesos de DDT se inician durante la fase S, los 
mecanismos de TLS y de intercambio de molde pueden funcionar después de la 
replicación de la mayor parte del genoma (Daigaku et al, 2010; Karras y Jentsch, 2010). 
Por otra parte, Rev1 está regulada en el ciclo celular y tiene un pico de expresión en G2 
(Waters y Walker, 2006). Estos datos apoyan que la tolerancia al daño en el material 
genético ocurre post-replicativamente, especialmente en el caso de TLS. Sin embargo, 
otros estudios aportan argumentos a favor del mecanismo de intercambio de molde 
acoplado a las horquillas de replicación. Así, en S. cerevisiae, la rama de DDT 
dependiente de Rad5 podría facilitar el reinicio de la replicación desde horquillas de 
replicación bloqueadas, al menos cerca de orígenes de replicación (Minca y Kowalski, 
2010). Además, dado que tanto Rad5 como HLTF, promueven in vitro la regresión de 
horquillas de replicación (Blastyak et al, 2010; Blastyak et al, 2007), existe la posibilidad 
de que este mecanismo también ocurra in vivo. Es probable que la tolerancia de las 
lesiones mediada por Rad5HLTF/SHPRH pueda ocurrir tanto acoplada a las horquillas de 
replicación como post-replicativamente, y el cambio de molde podría explicarse en ambos 
casos por el mismo mecanismo similar al de HR en el que se formarían SCJs (Branzei et 
al, 2008). Además, en el primero de los casos, también sería posible que ocurriese por 
regresión de las horquillas de replicación (Figura I6). 




















El objetivo general de esta tesis doctoral es contribuir al conocimiento de los procesos 
que las células eucarióticas utilizan para tolerar las lesiones en el DNA durante la 
replicación cromosómica, haciendo posible la estabilidad del genoma. 
 
 
Los objetivos específicos son: 
 
1. Analizar la contribución de cada una de las ramas de la ruta RAD6/RAD18 de 
tolerancia al daño en el DNA de Saccharomyces cerevisiae al mantenimiento de la 
estabilidad genómica durante la replicación cromosómica en presencia de lesiones en el 
material genético. 
 
2. Estudiar la función y regulación de los componentes de la ruta RAD6/RAD18 que 



















MATERIALES Y MÉTODOS 





1.1. Cepas de Saccharomyces cerevisiae 
 Todas las cepas de levadura utilizadas en este trabajo derivan de W303, si bien 
tienen corregida la mutación del gen RAD5 en el aminoácido 535 que portaba la cepa 
original. Sus genotipos se recogen en la Tabla M1. 
 
Nombre	   Genotipo	   Origen	  SY2080	   HKY579-­‐10A	  MATa	  ade2-­‐1	  can1-­‐100	  his3-­‐11,15	  leu2-­‐3,112	  trp1-­‐1	  ura3-­‐1	   Marco	  Foiani	  (IFOM,	  Milan)	  SY2214	   HKY578-­‐2C	  MATa	  rad5Δ::URA3	  ade2-­‐1	  can1-­‐100	  his3-­‐11,15	  leu2-­‐3,112	  trp1-­‐1	  ura3-­‐1	   Marco	  Foiani	  (IFOM,	  Milan)	  YMO7	   MATa	  ade2-­‐1::ADE2	  	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  ARS608Δ::HIS3	  ARS609Δ::TRP1	  RAD5+	  rev3Δ::kanMX	   Esta	  tesis	  YMO10	   MATa	  ade2-­‐1::ADE2	  	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  ARS608Δ::HIS3	  ARS609Δ::TRP1	  RAD5+	  	  rad30Δ::kanMX	   Esta	  tesis	  YMO13	   MATa	  ade2-­‐1::ADE2	  	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  ARS608Δ::HIS3	  ARS609Δ::TRP1	  RAD5+	   Esta	  tesis	  YMO15	   MATa	  ade2-­‐1::ADE2	  	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  ARS608Δ::HIS3	  ARS609Δ::TRP1	  RAD5+	  rev3Δ::kanMX	  	  rev1Δ::LEU2	   Esta	  tesis	  YMO16	   MATa	  	  ade2-­‐1::ADE2	  	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  ARS608Δ::HIS3	  ARS609Δ::TRP1	  RAD5+	  rev3Δ::kanMX	  	  rad30Δ::URA3	   Esta	  tesis	  YMO18	   MATa	  	  ade2-­‐1::ADE2	  	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  ARS608Δ::HIS3	  ARS609Δ::TRP1	  rad5Δ::URA3	   Esta	  tesis	  YMO20	   MATa	  ade2-­‐1::ADE2	  	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  ARS608Δ::HIS3	  ARS609Δ::TRP1	  rev1Δ::LEU2	   Esta	  tesis	  YMO27	   MATa	  	  ade2-­‐1::ADE2	  	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  ARS608Δ::HIS3	  ARS609Δ::TRP1	  RAD5+	  rev3Δ::kanMX	  rev1Δ::LEU2	  	  
rad30Δ::URA3	   Esta	  tesis	  YMO28	   MATa	  	  ade2-­‐1::ADE2	  	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  ARS608Δ::HIS3	  ARS609Δ::TRP1	  rad5Δ::URA3	  rev3Δ::kanMX	  	  rev1Δ::LEU2	  	  
rad30Δ::URA3	   Esta	  tesis	  YMO29	   MATa	  	  ade2-­‐1::ADE2	  	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  ARS608Δ::HIS3	  ARS609Δ::TRP1	  ubc13Δ::natNT2	   Esta	  tesis	  YMO30	   MATa	  	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  ubc13Δ::natNT2	   Esta	  tesis	  YMO36	   MATa	  	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  PADH1-­‐yeGFP-­‐RAD5::natNT2	   Esta	  tesis	  YMO37	   MATa	  	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  RAD5-­‐GFP::HISMX6	   Esta	  tesis	  YMO43	   MATa	  	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  DDC2-­‐GFP::HIS3MX6	   Esta	  tesis	  YMO44	   MATa	  	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  DDC2-­‐GFP::HIS3MX6	  	  rad5Δ::URA3	   Esta	  tesis	  YMO45	   MATa	  	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  PADH1-­‐yeGFP-­‐RAD5::natNT2	  sml1Δ::URA3	  rad53Δ::LEU2	   Esta	  tesis	  YMO47	   MATa	  	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  PADH1-­‐yeGFP-­‐RAD5::natNT2	  sml1Δ::URA3	   Esta	  tesis	  YMO51	   MATa	  	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  PADH1-­‐yeGFP-­‐RAD5::natNT2	  rad18Δ::LEU2	   Esta	  tesis	  YMO52	   MATa	  	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  RAD5-­‐3HA::TRP1	   Esta	  tesis	  YMO54	   MATa	  	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  rad5Δ::TRP1	   Esta	  tesis	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YMO55	   MATa	  	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  rad5Δ::TRP1,	  ura3-­‐1::YIp211::URA3	   Esta	  tesis	  YMO56	   MATa	  	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  rad5Δ::TRP1,	  ura3-­‐1::YIp211-­‐PRAD5-­‐RAD5::URA3	   Esta	  tesis	  YMO57	   MATa	  	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  rad5Δ::TRP1,	  ura3-­‐1::YIp211-­‐PRAD5-­‐rad5(K538A,T539A)::URA3	   Esta	  tesis	  YMO60	   MATa	  	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  rad5Δ::TRP1,	  ura3-­‐1::YIp211-­‐PRAD5-­‐rad5(I916A)::URA3	   Esta	  tesis	  YMO63	   MATa	  	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  rad5Δ::TRP1,	  ura3-­‐1::YIp211-­‐PRAD5-­‐rad5(K538A,T539A)::URA3	   Esta	  tesis	  YMO64	   MATa	  	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  rad5Δ::TRP1,	  ura3-­‐1::YIp211-­‐PRAD5-­‐RAD5::URA3	  -­‐13Myc::KanMX	   Esta	  tesis	  YMO65	   MATa	  	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  rad5Δ::TRP1,	  ura3-­‐1::YIp211-­‐PRAD5-­‐rad5(K538A,T539A)::URA3-­‐
13Myc::KanMX	  
Esta	  tesis	  
YMO67	   MATa	  	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  rad5Δ::TRP1,	  ura3-­‐1::YIp211-­‐PRAD5-­‐rad5(K538A,T539A,I916A)::URA3-­‐
13Myc::KanMX	  
Esta	  tesis	  
YMO69	   MATa	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  rad5Δ::TRP1	  ura3-­‐1::YIp211-­‐PRAD5-­‐RAD5::URA3	  ubc13∆::natNT2	   Esta	  tesis	  YMO71	   MATa	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  rad5Δ::TRP1	  ura3-­‐1::YIp211-­‐PRAD5-­‐rad5(K538A,T539A)::URA3	  
ubc13∆::natNT2	   Esta	  tesis	  YMO77	   MATa	  	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  PGALS::natNT2-­‐RAD5-­‐GFP::HISMX6	   Esta	  tesis	  YMO92	   MATa	  	  ade2-­‐1::ADE2	  	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  ARS608Δ::HIS3	  ARS609Δ::TRP1	  
ura3-­‐1::YIp211-­‐PRAD5-­‐rad5(K538A,T539A)::URA3	  
Esta	  tesis	  
YMO93	   MATa	  	  ade2-­‐1::ADE2	  	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  ARS608Δ::HIS3	  ARS609Δ::TRP1	  ura3-­‐1::YIp211-­‐PRAD5-­‐rad5(I916A)::URA3	   Esta	  tesis	  YMO95	   MATa	  	  ade2-­‐1::ADE2	  	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  	  	  	  	  	  ura3-­‐1::URA3::YIp211-­‐PADH1-­‐yeGFP-­‐RAD5::natNT2	   Esta	  tesis	  YMO96	   MATa	  	  ade2-­‐1::ADE2	  	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  	  	  	  	  	  ura3-­‐1::URA3::YIp211-­‐PADH1-­‐yeGFP-­‐rad5(K538A,T539A)::natNT2	   Esta	  tesis	  YMO97	   MATa	  	  ade2-­‐1::ADE2	  	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  	  	  	  	  	  ura3-­‐1::URA3::YIp211-­‐PADH1-­‐yeGFP-­‐rad5(I916A)::natNT2	   Esta	  tesis	  YMO98	   MATa	  	  ade2-­‐1::ADE2	  	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  	  	  	  	  	  ura3-­‐1::URA3::YIp211-­‐PADH1-­‐yeGFP-­‐rad5(K538A,T539A,I916A)::natNT2	   Esta	  tesis	  YJT116	   MATa	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  	  rad18Δ::kanMX	   Esta	  tesis	  YMG19	   MATa	  ade2-­‐1	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐100	  PADH1-­‐yeGFP-­‐RAD5::natNT2	  sml1Δ::URA3	  mec1∆::LEU2	   Esta	  tesis	  
 
Tabla M1. Lista de las cepas de levadura utilizadas en esta tesis y detalle de sus genotipos.  
 
1.2. Cepas de Escherichia coli 
 En este trabajo se utilizaron las estirpes DH5-α: F-, (φ80lacZΔM15), recA1, endA1, 
gyrA96, thi-1, hsdR17, (rK-,mK+), supE44, relA1, deoR, Δ(lacZYA-argF)U169 (Hanahan, 
1985) y JM110: rpsL (Strr), thr, leu, thi-1, lacY, galK, galT, aara, tonA, tsx, dam, dcm, 
supE44, Δ(lac-proAB), [F', traD36, proAB, lacIqZΔM15] (Yanisch-Perron et al., 1985).  
 
1.3. Plásmidos  
 Se utilizaron los plásmidos de las series pRS, pML, pFA6a y YIp211 que aparecen 
listados en la Tabla M2. 
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Nombre	   Genotipo	   Origen	  pRS303	   pBluescript	  (KS+)-­‐HIS3	   (Sikorski	  y	  Hieter,	  1989)	  pRS304	   pBluescript	  (KS+)-­‐TRP1	   (Sikorski	  y	  Hieter,	  1989)	  pRS305	   pBluescript	  (KS+)-­‐LEU2	   (Sikorski	  y	  Hieter,	  1989)	  pRS306	   pBluescript	  (KS+)-­‐URA3	   (Sikorski	  y	  Hieter,	  1989)	  pUG6	   loxP-­‐kanMX-­‐loxP	  (Derivado	  de	  pFA6-­‐kanMX4)	   (Güldener	  et	  al,	  1996)	  pML6	   pFA6a-­‐GFP(s65T)-­‐His3MX6	   (Longtine	  et	  al,	  1998)	  pML8	   pFA6a-­‐3HA-­‐TRP1	   (Longtine	  et	  al,	  1998)	  pML9	   pFA6a-­‐3HA-­‐His3MX6	   (Longtine	  et	  al,	  1998)	  pML10	   pFA6a-­‐13Myc-­‐kanMX	   (Longtine	  et	  al,	  1998)	  pFA6a-­‐natNT2	   pFA6a-­‐natNT2	   (Longtine	  et	  al,	  1998)	  pYM-­‐N9	   pFA6a-­‐	  PADH1-­‐yeGFP-­‐NatNT2	   (Janke	  et	  al,	  2004)	  pYM-­‐N31	   pFA6a-­‐	  PGALS-­‐NatNT2	   (Janke	  et	  al,	  2004)	  YIp211	   YIplac211-­‐URA3	   Helle	  Ulrich	  (IMB,	  Mainz)	  YIp211-­‐PRAD5-­‐RAD5	   YIp211-­‐PRAD5-­‐RAD5-­‐URA3	   Helle	  Ulrich	  (IMB,	  Mainz)	  YIp211-­‐ PRAD5-­‐
rad5(K538A,T539A)	   YIp211-­‐PRAD5-­‐rad5(K538A,T539A)-­‐URA3	   Helle	  Ulrich	  (IMB,	  Mainz)	  YIp211-­‐ PRAD5-­‐
rad5(I916A)	   YIp211-­‐PRAD5-­‐rad5(I916A)-­‐URA3	   Helle	  Ulrich	  (IMB,	  Mainz)	  YIp211-­‐ PRAD5-­‐
rad5(K538A,T539A,I916A)	   YIp211-­‐PRAD5-­‐rad5(K538A,T539A,I916A)-­‐URA3	   Esta	  tesis	  
 
Tabla M2. Lista de los plásmidos utilizados en esta tesis.  
 
1.4. Oligonucleótidos 
 Los oligonucleótidos utilizados durante esta tesis fueron sintetizados por 
Invitrogen, y se describen en la tabla 4. 
 
Nombre	   Secuencia	  Kan	  FW	   5’CCTCGACATCATCTGCCC3’ Kan	  RE	   5’GGATGTATGGGCTAAATG3’ His	  FW	   5’GAATGATCATCACCGTAGTG3’ His	  RE	   5’CGTTTATCTTGCCTGCTCAT3’ Leu	  FW	   5’CATCGAATTTGATTCTGTGC3’ Leu	  RE	   5’GTAAAGGAATACAGGTAAGC3’ Trp	  FW	   5’CAGTGCAGCTTCACAGAAAC3’ Trp	  RE	   5’CCGCAAACTTTCACCAATGG3’ 
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Ura	  FW	   5’GACATGGGTGGAAGAGATGA3’ Ura	  RE	   5’GAACATCCAATGAAGCACAC3’ Nat-­‐1	   5’CTAATCTCGAGGCGAATTTC3’ Nat-­‐2	   5’CGTCAAGAGTGGTACCCATG3’ 5´-­‐ARS607	   5’GGTCACCAACAAGACGGAGG3’ 3´-­‐ARS607	   5’TGTGATACTGATTCTCTCGT3’ Oligo	  VI-­‐2.1	   5’CTATCACTCGATGGTGCAAC3’ Oligo	  VI-­‐2.2	   5’GTGGAGAGTGAAGATGACGA3’ Oligo	  VI-­‐3.1	   5’CCTGAATGGTCTCAATTTGT3’ Oligo	  VI-­‐3.3	   5’GACTAGTCGAATATGGGTTT3’ Oligo	  VI-­‐5.7	   5’GCAAGTAAGCAGCCATCGTC3’ Oligo	  VI-­‐5.8	   5’GCAAGTTCTCGGTTCCCTTG3’ Oligo	  VI-­‐6.5	   5’GATCCATTATTTGCAGCGGT3’ Oligo	  VI-­‐6.6	   5’GCGTTACCGATTAATGACAC3’ Oligo	  ARS609-­‐1	   5’TTTTTTGGATCCCCTTCCCATATAAGAATTCCAAACGG3’ Oligo	  ARS609-­‐2	   5’TTTTTTCTCGAGGGGTATCTTCTGTGAGTAAACTAACG3’ 5'-­‐del.rad5	   5’TACAAAGTTACATTATCAAAAGGCCTTAGAAACACACCTAAAGTCTTACAGTATCACAATCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGC3’ 3'-­‐del.rad5	   5’AGTTCTTTCGGGTTGAAAATAATAATAAATAAAGTCTTTATATATGAGTATGTGGTATGACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCG3’ 5'	  test	  del	  rad5	   5’GGTTTCTGATGTTCTAGATG3’ 3'	  test	  del	  rad5	   5’CAAACCAGCTTAATGTCGTG3’ RAD5-­‐FW	   5’GGTTGAGTATAGGTGATAGC3’ RAD5-­‐RE	   5’CTGAAGTGTCAAGGTCATCG3’ RAD5-­‐L	   5’GCAGCAGGACCATGTAAACG3’ RAD5-­‐R	   5’AAACTCGTTACTCCACTGCG3’ 5'	  RAD5	  tag	   5’TGAGGCCATGGACACAGACGAAGACGAGAGAAGAAAAAGGAGAATTGAAGAAATCCAGATGCTGTTTGAACGGATCCCCGGGTTAATTAA3’ 3'	  RAD5	  tag	   5’GAAAAGGAAGATAATAGAAGTTGCATGAAGTAGCTGAAGAATAATTAGTTCTTTCGGGTTGAAAATACTAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC3’ 5'	  Nter	  tag	  RAD5	   5’AATTATCTACAAAGTTACATTATCAAAAGGCCTTAGAAACACACCTAAAGTCTTACAGTATCACAATATGCGTACGCTGCAGGTCGAC3’ 3'	  Nter	  tag	  RAD5	   5’TTAACGATGTTTCTGAAGTGTCAAGGTCATCGTTAAAAAACCTCTTCCTTTCTTCCTGTTCAATATGACTCATCGATGAATTCTCTGTCG3’ 5'	  DDC2	  tag	   5’CATTCGATCTAACCACACTAGAGGAGGCCGATTCATTATATATCTCAATGGGACTGCGGATCCCCGGGTTAATTAA3’ 3'	  DDC2	  tag	  	   5’ATTACAAGGTTTCTATAAAGCGTTGACATTTTCCCCTTTTGATTGTTGCCTTAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC3’ 5'-­‐test	  del	  ddc2	   5’CAGGCTCGCTCTTTCCTACT3’ 3'-­‐test	  del	  ddc2	   5’CAAGGCAAAGAGAAGACACA3’ 5'-­‐del	  rev3/kan	   5’AAGAGAAAGTATTTGAGTCAATACAAAACTACAAGTTGTGGCGAAATAAAATGTTTGGAACAGCTGAAGCTTCGTACGC3’ 3'-­‐del	  rev3/kan	   5’CGTTATACATAGAAACAAATAACTACTCATCATTTTGCGAGACATATCTGTGTCTAGACATAGGCCACTAGTGGATCTG3’ 5'-­‐test	  del	  rev3	   5’CACTCAAATTTGGGAGGA3’ 3'-­‐test	  del	  rev3	   5’CCACCAGATAGAGTTTTG3’ 5'-­‐del.ubc13-­‐nat	   5’GTTCTTTTTTTTTCCAATATTAGCAAATAAGGTCAGGTTCATTGTAACATAGTTAGAAATGCGTACGCTGCAGGTCGAC3’ 3'-­‐del.ubc13-­‐nat	   5’CAGCATAGTAATGATATATATTTATATATTCAGTTGAGAAAACTTATACAGAAATGATCAATCGATGAATTCGAGCTCG3’ 5'-­‐test	  del	  ubc13	   5’GCCGCGGGAACAGAAAATAC3’ 3'-­‐test	  del	  ubc13	   5’GACCCTCGAGCGGACTAATG3’ 5'-­‐del.rev1	   5’TAACGAGTTGACAGATTTTCTCAAAATAAATCGATACTGCATTTCTAGGCATATCCAGCGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGC3’ 
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3'-­‐del.rev1	   5’GTAATAATCATGCAGATATTACAGGTAATGTTCGCAAACTGCGTGTTTACTGTATGCTGACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCG3’ 5'-­‐test	  del	  rev1	   5’CTACGAACTTGCTGATGTCC3’ 3'-­‐test	  del	  rev1	   5’GTGAGGATGTTCATAGGCGC3’ 5'-­‐del.rad30	   5’TGTAGTCTTCTAGCGCAGGCCTGCTCATTTTTGAACGGCTTTGATAAAACAAGACAAAGCCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGC3’ 3'-­‐del.rad30	   5’AAGCAATATTATCAGGACGTTTTAGTTGCTGAAGCCATATAATTGTCTATTTGGAATAGGCGCATCTGTGCGGTATTTCACACCG3’ 5'-­‐del.rad30/kan	   5’TGTAGTCTTCTAGCGCAGGCCTGCTCATTTTTGAACGGCTTTGATAAAACAAGACAAAGCCAGCTGAAGCTTCGTACGC3’ 3'-­‐del.rad30/kan	   5’GCAATATTATCAGGACGTTTTAGTTGCTGAAGCCATATAATTGTCTATTTGGAATAGGCATAGGCCACTAGTGGATCTG3’ 5'-­‐test	  del	  rad30	   5’GGCATGATAGGATGTTGC3’ 3'-­‐test	  del	  rad30	   5’TCTGTGAGTCATGTCTAC3’ RAD5-­‐I916A-­‐FW	   5’ATGCAATTCTGGAACCCG3’ RAD5-­‐I916A-­‐RE	   5’GCCAACAACCGACAAGCG3’ RAD5-­‐FW-­‐367	   5’ATAATCAGAGAGAAATCC3’ RAD5-­‐RE+742	   5’GAGCAATGTCTTCCGAAA3’ Oligo	  GFP-­‐FW-­‐AvaI	   5’CTCTCCCCCGGGATGTCTAAAGGTGAAGAA3’ 5´tag	  Yanke	  RAD5	   5’TGAGGCCATGGACACAGACGAAGACGAGAGAAGAAAAAGGAGAATTGAAGAAATCCAGATGCTGTTTGAACGTACGCTGCAGGTCGAC3’ 3´tag	  Yanke	  RAD5	   5’AATAATTAGTTCTTTCGGGTTGAAAATAATAATAAATAAAGTCTTTATATATGAGTATGTGGTATGACTAATCGATGAATTCGAGCTCG3’ Oligo	  3'-­‐YIp211-­‐tag	   5’TTATAACTTATTTAATAATAAAAATCATAAATCATAAGAAATTCGCCCGGAATTAGCTTGGCTGCAGCTAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC3’ Oligo	  3'-­‐test	  YIp211	   5’GCACCCCAGGCTTTACAC3’ 
 
Tabla M3. Lista de los oligonucleótidos utilizados en esta tesis. 
 
1.5. Medios de cultivo 
 Las células de levadura se crecieron de forma habitual a 30ºC en medio rico YP 
(1% extracto de levadura, Becton Dickinson; 2% bacto peptona, Becton Dickinson) 
suplementado con glucosa al 2% (medio YPD). Cuando fue necesario, se crecieron en 
medio mínimo (YNB sin aminoácidos 0,67%, Becton Dickinson) suplementado con 
glucosa (Merck) al 2% y los aminoácidos requeridos (Sigma-Aldrich), a las siguientes 
concentraciones: adenina, uracilo, L-triptófano, y L-histidina a 0,04 mg/ml y L-leucina a 
0,08 mg/ml. Para el medio sólido se añadió agar al 2% (Becton Dickinson).  
 Para los experimentos de microscopía de fluorescencia, se añadió al medio 
mínimo el suplemento Yeast Synthetic Drop-out, sin His, Leu, Trp ni Ura (Sigma-Aldrich).  
 Para los experimentos de sustitución de isótopos de densidad se utilizó un medio 
mínimo compuesto por YNB (sin aminoácidos y sin sulfato amónico) 0,16% (Becton 
Dickinson), ácido succínico 1,1% (Sigma-Aldrich), NaOH 0,67% (Merck), suplementado 
con isótopos pesados: D-glucosa (U-13C6) 0,1% y sulfato amónico (15N2) 0,01% 
(Cambridge Isotope Laboratories), o ligeros: D-glucosa 2% (12C) y sulfato amónico 0,01% 
(14N) (Merck), así como los aminoácidos requeridos por cada estirpe.  
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 La esporulación de diploides se llevó a cabo en medio rico de esporulación (RSM) 
(extracto de levadura 0,25%, acetato potásico CH3COOK 0,15 M, D-glucosa 0,1%, agar 
2% y H2O), suplementado con una solución con los requerimientos auxotróficos, a una 
concentración final del 2,5% (solución stock: adenina 0,4%, uracilo 0,4%, L-histidina 0,2%, 
L-leucina 0,2%, L-lisina 0,2%, L-triptófano 0,2%, L-tirosina 0,08%, L-fenilalanina 1%, L-
metionina 0,2% y L-arginina 0,2%; todos de Sigma-Aldrich). 
 Las selecciones con antibiótico se realizaron con geneticina 200 µg/ml (Gibco) o 
nourseotricina 100 µg/ml (Werner Bioagents). Para los experimentos de inducción con el 
promotor GAL, se suplementó el medio YP con glucosa al 0,1% o galactosa al 2%.  
 E. coli se creció en medio LB (bacto-triptona 1%, Difco; extracto de levadura 0,5%, 
Difco; NaCl 1%, Merck). La selección con antibiótico se realizó suplementando el medio 
con ampicilina 100 µg/ml (Sigma-Aldrich). 
 
1.6. Anticuerpos 
 Los anticuerpos primarios utilizados en esta tesis, así como su procedencia y 
diluciones de uso, se recogen en la Tabla M4. 
 
Nombre	   Tipo	   Especie	   Dilución	  de	  uso	   Origen	  12CA5	  (anti-­‐HA)	   Monoclonal	   Ratón	   1:1000	   CBMSO	  9E10	  (anti-­‐Myc)	   Monoclonal	   Ratón	   1:1000	   Cancer	  Research	  UK	  Anti-­‐GFP	   Monoclonal	   Ratón	   1:400	  o	  1:4000	   Roche	  Anti-­‐Actina	   Monoclonal	   Ratón	   1:20000	   MP	  Biomedicals	  	  JDI48	  (Anti-­‐Rad53)	   Policlonal	   Conejo	   1:1000	   Cancer	  Research	  UK	  
 
Tabla M4. Lista de los anticuerpos primarios utilizados en esta tesis. 
 
Los anticuerpos primarios de ratón se hibridaron con un anticuerpo secundario 
contra la inmunoglobulina G de ratón acoplado a HRP (peroxidasa de rábano, Vector 
Laboratories) y el policlonal de conejo se hibridó con proteína A conjugada con HRP (GE 
Healthcare). Ambos se utilizaron a una dilución 1:10000. 
 
1.7. Reactivos y enzimas 
 El metil metanosulfonato (MMS), la hidroxiurea (HU) y el nocodazol fueron 
adquiridos en Sigma-Aldrich. El factor α fue proporcionado por el servicio de síntesis de 
péptidos del CBMSO.  
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 Para el aislamiento de DNA plasmídico y la purificación de productos de PCR o 
bandas de gel de agarosa, se utilizaron los kits “Wizard Plus SV Minipreps DNA 
purification system” y “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System” de Promega.  
 Las enzimas de restricción se obtuvieron de Roche, New England Biolabs (NEB) o 
Fermentas. Las DNA polimerasas empleadas fueron Vent (NEB), Ex Taq (Takara) y Go 
Taq (Promega). La RNasa A, la pepsina, la ß-glucuronidasa y la liticasa fueron adquiridas 
en Sigma-Aldrich. La proteinasa K y la enzima Klenow fueron proporcionadas por Roche. 
La zimoliasa-20T fue suministrada por Seikagaku. 
Las soluciones de acrilamida 40% y bis-acrilamida 2% fueron suministradas por 
Bio-Rad. Los marcadores de peso molecular de proteínas por NEB. Las membranas para 
unión de DNA (Hybond XL) o proteínas (Hybond ECL o Hybond-P), así como las 
columnas de Sefarosa G50, se obtuvieron de GE Healthcare. 
 El resto de sales inorgánicas, ácidos, bases y compuestos orgánicos se 




2.1. Cultivo y transformación de E. coli 
 La bacteria E. coli se creció rutinariamente a 37ºC, en medio LB líquido o sólido, 
en general suplementado con ampicilina 100 µg/ml para el mantenimiento de los 
plásmidos de interés. Para la transformación de E. coli se siguió el protocolo de Hanahan 
(1983), descrito a continuación: las células competentes (obtenidas del servicio de 
fermentación de CBMSO) se mezclan con el DNA y se mantienen en hielo durante 15 min. 
A continuación se someten a un choque térmico a 42ºC durante 90 s, tras lo cual se 
enfrían en hielo, se resuspenden en 4 volúmenes de LB y se incuban a 37ºC durante 45 
min para permitir la expresión del gen de resistencia al antibiótico que porta el plásmido 
introducido. Finalmente, las células se recogen, se plaquean en medio selectivo (LB con 
ampicilina) y se incuban a 37ºC durante la noche. 
 
2.2. Cultivos celulares de S. cerevisiae y sincronización en el ciclo celular 
 Las células de levadura se crecieron de forma habitual a 30ºC hasta fase 
exponencial. Para sincronizarlas en la fase G1 del ciclo celular se utilizó la feromona 
factor α, a 5-10 µg/ml. Para sincronizar las células en fase S temprana se usó hidroxiurea 
(HU) a 200 mM. Para bloquear las células en G2/M se utilizó nocodazol a 2-5 µg/ml. El 
crecimiento y sincronización de las células se monitorizó siempre por observación y 
recuento del número de células al microscopio óptico en cámaras de Neubauer. 
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2.3. Construcción de las cepas de levaduras 
 Todas las cepas utilizadas en esta tesis derivan de W303 (Thomas y Rothstein, 
1989). Dado que la cepa W303 porta en origen una mutación en el gen RAD5 (rad5-
G535R), se utilizó una cepa W303 corregida para RAD5 o, en el caso de cepas ya 
construidas, se corrigió en estas la mutación mediante cruzamientos genéticos. Los 
mutantes de deleción se obtuvieron por sustitución génica. Para ello, se transformó la 
cepa correspondiente con un producto de PCR portador del gen marcador de selección, 
amplificado a partir de los plásmidos correspondientes con oligonucleótidos que portaban 
secuencias idénticas a las regiones flanqueantes del gen a delecionar. En cada caso se 
delecionó la fase de lectura abierta (ORF) completa del gen. Se utilizó la misma 
estrategia para el etiquetado de proteínas o la sustitución de promotores: transformación 
de la cepa correspondiente con un producto de PCR con el fragmento de DNA de interés, 
flanqueado por las secuencias en las que debe producirse la integración en el 
cromosoma.  
 Para la transformación de levaduras con el DNA de interés, se utilizó el método de 
transformación de Schiestl y Gietz (1989), modificado posteriormente por Gietz et al 
(1992). En este método de transformación, se parte de 108 células de levadura en fase 
exponencial, crecidas en medio rico (YPD). Tras centrifugación de las muestras, las 
células se resuspenden en 50 µl de acetato de litio [(AcLi)/TE 100 mM , pH 7,5 (TE: Tris 
10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM)], se mezclan con 5 µl de DNA de esperma de salmón (10 
mg/ml), 5-10 µl de DNA (1-2 µg) y 300 µl de AcLi/PEG (100 mM de AcLi pH 7.5, TE y 
40% PEG 4000), y se incuban en agitación a 30°C durante 30 min. A continuación se 
añade DMSO al 10% y se realiza un choque térmico de 15 min a 42ºC, seguido de una 
incubación de 2 min en hielo. A continuación, las células se recogen, se resuspenden en 
TE y se siembran en placas con medio de selección apropiado para el crecimiento de las 
células transformantes. En el caso de usar geneticina o nourseotricina como marcadores 
de selección, las células se resuspenden en 1 ml de YPD previamente a su siembra y se 
mantienen en agitación a 30ºC durante 2,5-4 h, para permitir la expresión de los genes de 
resistencia a los antibióticos.  
 Algunas de las cepas se obtuvieron por el cruce de dos estirpes haploides de tipo 
sexual opuesto (MATa y MATα) con los caracteres a combinar, la esporulación del 
diploide obtenido y la posterior selección de las esporas. Para la obtención de los 
diploides se mezclan células de las dos estirpes a cruzar en una placa de medio rico 
(YPD) y se incuban a 24ºC durante la noche. Se aíslan colonias y cuando es posible los 
diploides se seleccionan por marcadores. Cuando no puede realizarse esta selección por 
marcadores, los posibles diploides se identifican tras observación microscópica, eligiendo 
las colonias con las células de mayor tamaño. Los potenciales diploides se pasan a 
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medio RSM y tras 2-3 días de incubación a 30ºC se observa su esporulación al 
microscopio. Las esporas se separan usando uno de los siguientes dos métodos: 
selección de esporas al azar o disección de tétradas. En el método de selección de 
esporas al azar, las ascas se resuspenden en H2O y se tratan con ß-glucuronidasa 
durante toda la noche a temperatura ambiente para separar las esporas. Tras comprobar 
por observación microscópica la digestión de las ascas, las esporas se centrifugan, se 
lavan con H2O y se plaquean en medio rico. Posteriormente se replican en placas de 
selección. En el método de disección de tétradas, las ascas se tratan durante 15 min con 
zimoliasa para debilitar la membrana que las rodea. A continuación se pone una gota de 
la suspensión celular en una placa de YPD, y con un micromanipulador se diseccionan 
las tétradas y se aíslan las cuatro esporas, las cuales se disponen en posiciones 
conocidas de una placa, donde se dejan germinar a 30ºC durante 2-3 días. A 
continuación se replica esta placa en medio de selección apropiado, lo que permite 
observar la correcta segregación de los marcadores y la posterior selección de los 
haploides de interés. 
 Las cepas construidas se comprobaron en primer lugar por PCR, analizando la 
correcta inserción del DNA de interés en el locus deseado. Para ello se utilizaron parejas 
de oligonucleótidos que hibridaban en el DNA exógeno y en las regiones del genoma que 
lo flanquean. Se comprobó, cuando fue posible, el fenotipo de los distintos mutantes: 
morfología, sensibilidad a distintos compuestos o a temperatura, etc. En el caso de las 
proteínas etiquetadas, se comprobó por inmunoblot la correcta expresión de la proteína 
de fusión. 
 
2.4. Citometría de flujo 
 Para el seguimiento de la progresión en el ciclo celular por citometría de flujo, se 
utilizó básicamente el método descrito por Labib et al (1999). Se toman muestras de 0,5-1 
ml de cultivo, se centrifugan y las células se fijan en etanol 70% y se conservan a 4ºC. 
Para su análisis por citometría de flujo, se transfieren 50-200 µl de las células fijadas en 
etanol a 3 ml de citrato sódico 50 mM, para su rehidratación, y se centrifugan a 3000 rpm 
durante 3 min. A continuación, se resuspenden en 0,5 ml de citrato sódico 50 mM con 
RNasa A 0,1 mg/ml y se incuban a 37ºC durante 2-4 h. Tras ello, se centrifugan de nuevo 
a 3000 rpm durante 3 min y se incuban durante 30 min a 37ºC en una solución de HCl 50 
mM con 5 mg/ml de pepsina. Finalmente, las células se centrifugan de nuevo 3 min a 
3000 rpm y se resuspenden en 1 ml de citrato sódico 50 mM con ioduro de propidio 2 
µg/ml (Sigma-Aldrich), para la tinción del DNA. Antes de su paso por el citómetro, las 
muestras se sonican para deshacer cualquier agregado. Las muestras se analizaron en 
un citómetro FACScalibur (BD Biosciences), utilizando el programa CellQuestPro. 
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2.5. Ensayos de sensibilidad al tratamiento con MMS 
 La viabilidad de las células tras el tratamiento con MMS en una fase S se 
determinó mediante la siembra por triplicado en placas de YPD de aproximadamente 500 
células, procedentes de cultivo líquido, y el recuento, tras tres días de incubación a 30ºC, 
de las unidades formadoras de colonias (UFC). Las muestras celulares correspondientes 
a los distintos tiempos se diluyeron y sonicaron antes de ser plaqueadas. 
 La sensibilidad al tratamiento crónico con MMS se estudió mediante ensayos de 
crecimiento en placas de medio rico en presencia de esta droga a distintas 
concentraciones (“ensayo de gotas”). El crecimiento en placa se realizó a partir de 
diluciones seriadas (1/10) de cultivos creciendo exponencialmente a una concentración 
de 1x107 céls/ml. Se plaquearon 3,5 µl de cada dilución. Las placas se incubaron durante 
3 días a 30ºC.  
 
2.6. Observación de células mediante microscopía de fluorescencia 
 Para la observación al microscopio de fluorescencia, las células se crecieron 
hasta fase exponencial en medio mínimo suplementado con Yeast Synthetic Drop-out. A 
los tiempos deseados, se tomaron 5 ml del cultivo, se centrifugaron a 3000 rpm durante 3 
min, se resuspendieron en 200 µl de medio mínimo y se colocaron 5 µl de células en un 
portaobjetos recubierto con polilisina (VWR). Para la observación de las células se utilizó 
un microscopio de fluorescencia Zeiss Axiovert200 con un objetivo de inmersión 100x, 
acoplado a una cámara CCD Hamamatsu C9100-02. El porcentaje de células con focos 
se estimó contando al menos 300 células en tres experimentos comparables. 
 Para el análisis de la formación de focos con otros tipos de daño se irradiaron las 
células en G1 con luz ultravioleta (200 J/m2) usando una lámpara UV Stratalinker 1800 
(Stratagene), o se trataron en fase S con H2O2 (1 mM, Foret). 
 
2.7. Extracción y manipulación de ácidos nucleicos 
2.7.1. Extracción de DNA genómico de S. cerevisiae 
 Para la extracción del DNA genómico se utilizó un método basado en el descrito 
por Rose et al (1989), que se describe a continuación. Se recogen unas 108 células en 
fase exponencial de crecimiento, que se centrifugan durante 3 min a 3000 rpm. El 
precipitado celular se resuspende en 200 µl de solución de lisis (NaCl 100 mM, Tris 10 
mM pH 8.0, EDTA 1 mM, SDS 0,1%), y se transfiere a un tubo de fondo cónico de 1,5 ml 
con aproximadamente 300 µl de perlas de vidrio de 0,4 mm (Thomas Scientific). Se 
añaden 200 µl de fenol:cloroformo (1:1) y la suspensión se agita en el vórtex durante 1 
min. A continuación se añaden 200 µl de TE y se mezcla unos segundos en el vórtex. Se 
centrifuga a 14000 rpm durante 5 min y se recoge la fase superior, que se mezcla con un 
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volumen de cloroformo para eliminar restos de fenol. De nuevo se centrifuga durante 1 
min y la fase superior se transfiere a otro tubo y se añaden dos volúmenes de etanol 
100% para precipitar el DNA. Se mezcla por inversión y se centrifuga 3 min a 14000 rpm. 
Tras ello, se descarta el sobrenadante y el precipitado obtenido se lava con etanol 70%, 
se seca, se resuspende en TE con RNasa A 100 µg/ml y se incuba a 37°C durante al 
menos 30 min.  
 
2.7.2. Extracción de DNA plasmídico de E. coli 
 Para el aislamiento de DNA plasmídico de E. coli se utilizó el kit “Minipreps DNA 
purification system” (Promega), siguiendo las indicaciones del fabricante. 
 
2.7.3. Amplificación de DNA mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 Para amplificar fragmentos de DNA por PCR se emplearon diferentes DNA 
polimerasas (Apdo. 1.7) y sus tampones correspondientes, según las indicaciones del 
fabricante. Las reacciones se llevaron a cabo en volúmenes variables (20-100 µl), 
utilizando oligonucleótidos suministrados por Invitrogen y dNTPs adquiridos en Biotools o 
Roche. Como molde se emplearon cantidades variables de DNA plasmídico o genómico, 
o una pequeña cantidad de biomasa celular de S. cerevisiae tomada directamente de una 
placa. En este último caso, se rompieron las células calentándolas 10 min a 95ºC como 
paso previo a la reacción de amplificación, que se llevó a cabo con la enzima GoTaq. La 
duración de los ciclos de extensión y la temperatura de apareamiento fueron variables, 
dependiendo del tamaño del fragmento a amplificar y de la Tm de los oligonucleótidos. 
 Cuando los fragmentos amplificados se utilizaron para transformar S. cerevisiae, 
fueron purificados previamente con un kit de Promega (Apdo. 1.7) siguiendo las 
instrucciones del fabricante, directamente después de la PCR o a partir de una banda de 
agarosa obtenida tras separar el fragmento mediante electroforesis.  
 
2.7.4. Digestión enzimática de DNA  
 La digestión de fragmentos de DNA con enzimas de restricción se realizó también 
por procedimientos estándar, de acuerdo a las instrucciones ofrecidas por los fabricantes. 
En todos los casos, cuando fue necesario, los productos obtenidos se purificaron 
utilizando el kit “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System” de Promega, de acuerdo con 
las instrucciones del fabricante. 
 
2.7.5. Electroforesis de DNA 
 El análisis de las moléculas de DNA se llevó a cabo de forma rutinaria mediante 
electroforesis en geles de agarosa. Esto permitió separar fragmentos de distintos 
MATERIALES Y MÉTODOS 	  
62	  
tamaños y estimar la calidad y cantidad del DNA a estudio. También permitió su posterior 
extracción. Se utilizaron geles de agarosa de 0,7-3%, preparados en TAE (Tris-acetato 40 
mM, EDTA 1 mM) con bromuro de etidio (0,5 µg/ml). El DNA fue visualizado mediante 
exposición a luz ultravioleta.  
 
2.7.6. Transferencia de DNA a membranas  
Para la transferencia de DNA a membranas desde geles de agarosa, estos se 
trataron, tras la electroforesis, con HCl 0,25 M a temperatura ambiente durante 15 min. 
Tras ello, se incubaron con NaOH 0,4 N en agitación suave durante 20 min a temperatura 
ambiente. A continuación, el DNA se transfirió por capilaridad a membranas de nailon 
cargadas positivamente (Hybond-XL, GE-Heathcare) durante aproximadamente 16 h, 
utilizando como solución de transferencia NaOH 0,4 N. Después de la transferencia, las 
membranas se incubaron brevemente en tampón sodio-fosfato 40 mM (a partir de un 
stock 0,5 M: Na2HPO4 400 mM, NaH2PO4 100 mM), en agitación suave, y se dejaron 
secar a temperatura ambiente. 
En los experimentos de sustitución de isótopos de densidad, las fracciones 
obtenidas de los gradientes fueron desnaturalizadas con NaOH 0,4 N y transferidas a 
membranas de nailon Hybond XL (GE-Healthcare) mediante vacío, utilizando un slot 
blotter. 
 
2.8. Ensayos de sustitución de isótopos de densidad 
Esta técnica consiste en la transferencia de células desde un medio con isótopos 
pesados a un medio con isótopos ligeros (isótopos habituales), o viceversa, para obtener 
secuencias de DNA híbridas en densidad -gracias a que la replicación del material 
genético es semiconservativa- que pueden ser identificadas como moléculas replicadas. 
Utilizando sondas de DNA específicas a lo largo de un cromosoma, este método permite 
determinar el porcentaje de replicación en cualquier posición de un replicón y la velocidad 
de las horquillas de replicación. El protocolo empleado se basa en el método descrito por 
McCarroll y Fangman (1988), adaptado en Tercero et al (2000) y descrito en detalle en 
Tercero (2009). La Figura M1 muestra un esquema general del método, que se explica a 
continuación. 
Las células se crecen a 30ºC en medio mínimo “pesado” que contiene 0,1% 13C 
glucosa y 0,01% 15N (NH4)2SO4 como únicas fuentes de carbono y nitrógeno, 
respectivamente, durante ocho generaciones, de modo que todo el DNA de las células es 
tras ello pesado-pesado (HH). A continuación las células se sincronizan en la fase G1, se 
transfieren a medio mínimo “ligero” [2% 12C glucosa y 0,01% 14N (NH4)2SO4] y se liberan 
en la fase S, de modo que el DNA replicado incorpora los isótopos ligeros y pasa a ser 
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pesado-ligero (HL, replicado). A diferentes tiempos del experimento se toman muestras 
para la extracción de DNA, que posteriormente se digiere con ClaI y SalI y se separa en 
gradientes de cloruro de cesio. Para la preparación de la solución de CsCl, se disuelven 
1,28 g de CsCl (Calbiochem) por cada ml de T10-E100 (Tris-HCl 10 mM, EDTA 100 mM, 
pH 7.5; índice de refracción de 1,3395). Una vez disuelto, el índice de refracción final 
debe ser 1,4052. Tras añadir el DNA a la solución de CsCl, los tubos se centrifugan a 
245460 g durante 18 h y posteriormente a 76976 g durante 3,5 h, en ambos casos a 22ºC 

















Figura M1. Esquema del ensayo para estudiar la progresión de las horquillas de replicación por sustitución 
de isótopos de densidad. 
 
Los gradientes se fraccionan usando una bomba peristáltica acoplada a un 
colector de fracciones, de forma que se obtengan aproximadamente 60 fracciones con un 
volumen de 90-95 µl. Para comprobar que el gradiente se ha formado correctamente se 
mide el índice de refracción de un número significativo de fracciones. Las 
correspondientes a valores de refracción entre 1,407 y 1,403 se transfieren por succión al 
vacío a membranas de nailon (Hybond-XL, GE Healthcare) mediante el uso de un slot 
blotter, y se hibridan con sondas específicas marcadas con [α-32P]dCTP que reconocen 
los fragmentos de restricción ClaI/SalI del cromosoma VI (Tercero y Diffley, 2001). Las 
señales obtenidas se detectaron mediante la exposición en pantallas sensibles a la 
radiación (Imaging Plate, Fujifilm), que se leyeron en un escáner Fujifilm Bas 1500, y se 
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cuantificaron empleando el software TINA 2.09. En este ensayo la replicación del DNA se 
observa como la transferencia de DNA del pico pesado-pesado (HH, no replicado) donde 
ambas cadenas de DNA contienen únicamente isótopos pesados, al pico pesado-ligero 
(HL, replicado), donde solo la cadena parental contiene los isótopos pesados. El 
porcentaje de DNA replicado se calculó utilizando el programa Image J y la ecuación: % 
replicación = 100 [0,5 HL/(HH + 0,5 HL)], donde HL es el área del pico de DNA pesado-
ligero (replicado) y HH el área del pico de DNA pesado-pesado (no replicado). 
En la Figura M2 se muestra un esquema del replicón analizado, en el que 
previamente se habían delecionado los orígenes de replicación ARS608 y ARS609 
(Tercero y Diffley, 2001), de modo que se puede seguir la progresión de las horquillas de 
replicación a lo largo de unas 70 kb, desde el origen ARS607 hasta el final del 
cromosoma VI. Se muestra también la posición de los fragmentos de restricción en los 













Figura M2. Esquema del replicón en el que se analiza la progresión de las horquillas de replicación. Los 
experimentos de sustitución de isótopos de densidad se llevaron a cabo en un replicón de 70 kb del 
cromosoma VI, del que se eliminaron los orígenes ARS608 y ARS609 (Tercero & Diffley, 2001), de modo que 
la replicación comienza en el origen temprano y eficiente ARS607 y se puede seguir hasta el final del 
cromosoma. Los números (del 1 al 6) se corresponden con las sondas y los fragmentos de DNA analizados.  
 
2.9. Hibridación de DNA con sondas radiactivas  
2.9.1. Marcaje de sondas de DNA 
Las sondas empleadas en esta tesis y descritas en la Tabla M4 se amplificaron 
por PCR desde DNA genómico utilizando la DNA polimerasa Vent. En cada reacción se 
marcaron 50 ng de DNA desnaturalizado (hirviéndolo durante 10 min) con 50 µCi de [α-
32P]dCTP (3000 Ci/mmol, Pelkin Elmer) mediante la técnica de inserción de nucleótidos al 
azar, utilizando el kit de marcaje de Roche “Random Primed DNA Labelling Kit”. El 
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marcaje se llevó a cabo a 37ºC durante 30 min. La reacción se detuvo mediante la 
adición de 2 µl de EDTA 0,2 M y los nucleótidos no incorporados se retiraron pasando el 
total de la reacción por microcolumnas de exclusión de Sephadex G-50 (GE Healthcare), 
siguiendo las instrucciones del fabricante.  
 
Nombre	   Coordenadas	   Oligonucleótidos	  empleados	  Sonda	  1	   198945-­‐199832	  del	  cromosoma	  VI	   5´ARS607/3´ARS607	  Sonda	  2	   211014-­‐211996	  del	  cromosoma	  VI	   VI-­‐2.1/VI-­‐2.2	  Sonda	  3	   218011-­‐218700	  del	  cromosoma	  VI	   VI-­‐3.1/VI-­‐3.3	  Sonda	  4	   240009-­‐240679	  del	  cromosoma	  VI	   VI-­‐5.7/VI-­‐5.8	  Sonda	  5	   243315-­‐244200	  del	  cromosoma	  VI	   VI-­‐6.5/VI-­‐6.6	  Sonda	  6	   260048-­‐261088	  del	  cromosoma	  VI	   ARS609-­‐1/ARS609-­‐2	  Sonda	  RAD5	   205806-­‐206804	  del	  cromosoma	  XII	   Rad5-­‐FW/Rad5-­‐R	  
  
Tabla M5. Sondas de DNA utilizadas en esta tesis. 
 
2.9.2. Hibridación de DNA 
Las membranas se prehibridaron durante 1 h a 65ºC en 15 ml de la solución de 
hibridación (Na2HPO4 400 mM, NaH2PO4 100 mM, EDTA 1 mM, SDS 7%) junto con DNA 
de esperma de salmón (100 µg/ml) desnaturalizado para bloquear las uniones 
inespecíficas de la sondas. A continuación se añadieron las sondas marcadas y 
desnaturalizadas (hirviéndolas 10 min) y se incubaron en agitación suave a 65ºC durante 
toda la noche. Tras la hibridación se realizaron tres lavados de 30 min a 65ºC con la 
solución de lavado [tampón sodio-fosfato 40 mM (stock 0,5 M: Na2HPO4 400 mM, 
NaH2PO4 100 mM), EDTA 1 mM y SDS 1%]. Tras ello, las membranas se expusieron en 
pantallas sensibles a la radiación (Imaging Plate, Fujifilm), que se leyeron en un escáner 
Fujifilm Bas 1500, y/o en películas autorradiográficas (Agfa) con pantallas intensificadoras 
de la señal (Hyperscreen, Amersham).  
 
2.9.3. Deshibridación de membranas 
Cuando fue necesaria su reutilización, las membranas se deshibridaron 
previamente. Para ello se realizaron, a temperatura ambiente, dos lavados de 30 min en 
NaOH 100 mM con agitación fuerte y un lavado de 15 min con tampón sodio-fosfato 40 
mM con agitación suave. 
 
2.10. Extracción de proteínas 
 La extracción de proteínas se realizó siguiendo básicamente el protocolo de Foiani 
et al (1994), según se describe a continuación. Se parte de un cultivo en fase exponencial 
de crecimiento y se recogen por centrifugación células a partir de 5-10 ml de cultivo. Tras 
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lavarlas con agua, el precipitado se resuspende en 300 µl de ácido tricloroacético al 20%, 
se transfiere a un tubo de fondo cónico de 1,5 ml con el mismo volumen de perlas de 
vidrio y se agita en el vórtex durante 1 min. La suspensión obtenida se transfiere a un 
nuevo tubo, mientras que las perlas se lavan con 200 µl de TCA 5% y los sobrenadantes 
se añaden al extracto recogido previamente. Tras ello, el extracto se centrifuga durante 
10 min a 3000 rpm, se descarta el sobrenadante y el precipitado se resuspende en 200 µl 
de tampón Laemmli (Tris 60 mM pH 6,9, SDS 2%, β-mercaptoetanol 5%, glicerol 10%, 
azul de bromofenol 0,004%). A continuación se añaden 50 µl de Tris base 1 M para 
neutralizar el pH. Las muestras se hierven durante 3 min y se clarifican por centrifugación 
(10 min a 3000 rpm). Los sobrenadantes se transfieren a tubos nuevos y se guardan a     
-20ºC. Todo el proceso se lleva a cabo a temperatura ambiente. 
 
2.11. Electroforesis de proteínas e inmunoblot  
 Las proteínas se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida con 
SDS (SDS-PAGE) al 7,5 ó 10%. Las electroforesis se realizaron de manera habitual a 
150 V, durante 1,5-2,5 h, en tampón TGS (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS, 0,1% pH 
8.3; Bio-Rad). A continuación, los geles se equilibraron en tampón de transferencia (Tris 
25 mM, glicina 192 mM, pH 8.3 [Bio-Rad], SDS 0,0375%, metanol 20%) durante 10 min. 
Las proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Hybond-ECL, GE 
Healthcare) utilizando un blotter (GE-Healthcare) para transferencia semi-seca, durante 
30-60 min (dependiendo de la proteína), a 15 V. Tras la transferencia, las membranas se 
tiñeron con una solución de Ponceau S al 0,2% en TCA 3% y se escanearon para usar 
estas tinciones como control de carga y transferencia.  
 Para la inmunodetección de las proteínas, las membranas se bloquearon en una 
solución de leche desnatada en polvo (Sveltese, Nestlé) al 5% en TBST (TBS: NaCl 136 
mM, KCl 2,68 mM, Tris Base 24 mM, ajustado a pH 8,0, suplementado con Tween-20 
0,1%) durante 1 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4ºC. A continuación se 
incubaron durante 1 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4º C con el anticuerpo 
primario (en una solución de leche al 5% en TBST), se lavaron 3 veces durante 10 min 
con TBST, se incubaron 1 h con el anticuerpo secundario apropiado (en una solución de 
leche al 5% en TBST) acoplado a peroxidasa de rábano (HRP) y se lavaron 3 veces 
durante 10 min con TBST. Las bandas inmunorreactivas se detectaron mediante 
quimioluminiscencia (ECL prime, GE Healthcare) siguiendo las indicaciones del fabricante, 
tras lo cual las membranas se expusieron en autorradiografías (Agfa). Para la 
cuantificación de las bandas de proteínas se utilizó un densitómetro GS-800 y el 
programa Quantity One (Bio-Rad). 
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2.12. Ensayos de actividad quinasa in situ para Rad53 
 Para el ensayo de actividad quinasa in situ de Rad53 se siguió básicamente el 
protocolo descrito por Pellicioli et al (1999), según se describe a continuación. Las 
muestras de proteínas se obtuvieron mediante extracción con TCA, según lo descrito en 
el apartado 2.10. Las proteínas se separan en geles SDS-PAGE al 7,5% a 150 V, durante 
2,5 h. El gel se transfiere a una membrana de PVDF (Hybond-P, GE Healthcare) 
previamente sumergida durante unos segundos en metanol y equilibrada posteriormente 
en tampón de transferencia. Las proteínas retenidas en la membrana se tratan con una 
solución desnaturalizante (cloruro de guanidinio 7 M, DTT 50 mM, EDTA 2 mM, Tris-HCl 
50 mM pH 8,0) durante 1 h a temperatura ambiente. Tras dos lavados de 10 min con TBS, 
la membrana se incuba en una solución renaturalizante (DTT 2 mM, Tris-HCl 10 mM pH 
7.5, NaCl 140 mM, BSA 1%, Tween-20 0,04%) durante 12-18 h a 4°C, con agitación 
suave. Tras la incubación, la membrana se lava con Tris-HCl 30 mM durante 30-60 min. 
Para la reacción de quinasa, la membrana se incuba primero 15 min a temperatura 
ambiente en tampón quinasa (DTT 1 M, EGTA 0,1 mM, MgCl2 20 mM, MnCl2 20 mM, 
Hepes/NaOH 40 mM pH 8,0, ortovanadato de sodio 100 µM), y a continuación durante 1 
h en tampón quinasa suplementado con γ-32ATP (10 µCi/ml). Finalmente, la membrana se 
somete a dos lavados de 10 min con Tris-HCl 30 mM pH 7,5, un lavado con Tris-HCl 30 
mM pH 7,5 - Nonidet 0,1%, otro de 10 min con Tris-HCl 30 mM pH 7,5, y un último de 10 
min con KOH 1 M. Posteriormente se lava en agua destilada durante unos segundos y se 
hace otro lavado con TCA al 10%. Finalmente, tras enjuagarla brevemente con agua 
destilada, la membrana se dejó secar a temperatura ambiente durante 15 min. La señal 
obtenida se detectó mediante la exposición en películas autorradiográficas con pantallas 
intensificadoras de la señal y revelado de las mismas.  
 



















1. ANÁLISIS DE LA CONTRIBUCIÓN DE LOS DISTINTOS COMPONENTES DE LA 
RUTA RAD6/RAD18 A LA TOLERANCIA AL DAÑO EN EL DNA DURANTE LA 
REPLICACIÓN CROMOSÓMICA 
 La ruta RAD6/RAD18 es crucial para la respuesta al daño en el DNA, y los 
mutantes de sus componentes son sensibles al tratamiento con diversos agentes que 
dañan el DNA e interfieren con la replicación del material genético, como el alquilante 
MMS, compuesto ampliamente utilizado en estudios de replicación y daño en el DNA 
(Paulovich y Hartwell, 1995; Tercero y Diffley, 2001). Para analizar cuál es la contribución 
relativa de cada una de las ramas de esta ruta a la replicación cromosómica cuando 
existen lesiones en el material genético, limitamos la inducción de daño en el DNA a una 
única fase S, y a continuación estudiamos las consecuencias de la ausencia de cada uno 
de los componentes de la ruta RAD6/RAD18. 
 Dado que las proteínas de esta ruta están altamente conservadas evolutivamente, 
desde levaduras hasta humanos, como se explica en la Introducción, el empleo de la 
levadura de gemación Saccharomyces cerevisiae nos permite trabajar con un modelo de 
sencillo manejo, que proporciona grandes ventajas para el estudio de la replicación 
cromosómica.  
 
1.1. Progresión en la fase S y viabilidad de las células carentes de cada una de las 
polimerasas de síntesis a través de lesiones en condiciones de daño en el DNA 
causado por el MMS 
 Para estudiar el efecto de la ausencia de cada una de las polimerasas de síntesis 
a través de lesiones (TLS) en la progresión en la fase S bajo condiciones de daño en el 
DNA, construimos, en primer lugar, mutantes de deleción de los genes que codifican 
cada una de estas polimerasas: rev1Δ, rev3Δ y rad30Δ. En los tres casos, las células 
mutantes crecieron normalmente a distintas temperaturas (16ºC, 24ºC, 30ºC, 37ºC) en 
medio YPD, en comparación con las células control TLS+. A continuación, analizamos por 
citometría de flujo la progresión en la fase S en presencia de DNA alquilado de cada uno 
de los mutantes en comparación con células silvestres. Para ello se sincronizaron cultivos 
logarítmicos de cada estirpe en la fase G1 por la adición al medio de cultivo de la 
feromona factor α, y posteriormente se liberaron en fase S en medio fresco con o sin 
MMS (0,033%) (Figura R1A). A lo largo del experimento se tomaron muestras para su 
análisis por citometría de flujo y para el estudio de la viabilidad celular. Por citometría de 
flujo se observó (Figura R1B) que, en ausencia de MMS, las células de las cuatro estirpes 
habían completado la replicación de su material genético 60 min después de la liberación 



































Figura R1. Progresión en la fase S y viabilidad de las células carentes de las polimerasas de TLS en 
presencia de MMS. (A) Esquema del experimento. Se sincronizaron cultivos exponenciales de células 
silvestres (cepa YMO13), rev1∆ (cepa YMO20), rev3∆ (cepa YMO7) y rad30∆ (cepa YMO10) en la fase G1 
con la feromona factor α y a continuación se liberaron en la fase S en ausencia o presencia de MMS 
(0,033%) en el medio. (B) Análisis de la progresión en el ciclo celular mediante citometría de flujo, que 
permite estimar el contenido de DNA de las células. (C) Viabilidad celular tras el tratamiento con MMS 
(0,033%) durante la fase S, estimada mediante el recuento de unidades formadoras de colonias en placa. 
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 En presencia del agente alquilante las células entraron en la fase S de manera 
normal. Sin embargo, la progresión a través de la fase S continuó en todos los casos de 
forma lenta en medio con MMS al 0,033% (Figura R1B), debido a las lesiones en el DNA, 
como se ha demostrado previamente (Paulovich y Hartwell, 1995; Tercero y Diffley, 2001). 
Al final del experimento, las células del tipo silvestre completaron la duplicación de su 
material genético y mostraron un contenido de DNA 2C. El análisis de la viabilidad celular 
(Figura R1C) mostró, como cabía esperar, que las células de tipo silvestre mantienen una 
alta viabilidad (analizada mediante recuento de unidades formadoras de colonias) tanto 
en ausencia como en presencia de daño en el DNA, ya que cuentan con todas las rutas 
de reparación, checkpoint y tolerancia al daño en el DNA para hacer frente a las lesiones 
que se producen.  
 Las células rev1Δ mostraron, en presencia de MMS, una progresión en la fase S 
similar a la de las células del tipo silvestre (Figura R1B), y la pérdida de viabilidad celular 
causada por el tratamiento con la droga fue muy moderada (Figura R1C). De modo 
parecido, la cepa rev3Δ (carente de Pol ζ) no presentó defectos apreciables en la 
progresión en la fase S con respecto al tipo silvestre (Figura R1B), y mostró una bajada 
de viabilidad similar a la de las células rev1Δ tras la exposición al MMS (Figura R1C). Las 
células mutantes rad30Δ (carentes de Pol η), mostraron también una progresión en la 
fase S (Figura R1B) y una viabilidad (Figura R1C) tras el tratamiento con MMS 
prácticamente indistinguible a las de las células del tipo silvestre. Estos resultados indican 
que la ausencia de cualquiera de las polimerasas de síntesis a través de lesiones no 
tiene consecuencias importantes cuando las células de S. cerevisiae son tratadas con 
MMS durante la fase S. 
  
1.2. Las polimerasas de síntesis a través de lesiones pueden sustituirse entre sí 
para responder al daño en el DNA causado por el MMS 
 El escaso efecto causado por la ausencia de cada una de las polimerasas de TLS 
en la progresión en la fase S y en la viabilidad de las células tratadas con MMS, nos hizo 
plantearnos la posibilidad de que fuese posible la sustitución entre dichas polimerasas 
para hacer frente a las lesiones en el material genético. Para analizar si este era el caso, 
analizamos si los efectos de la ausencia de más de una de las polimerasas de TLS eran 
aditivos o sinérgicos. Para ello, construimos mutantes con distintas combinaciones de 
deleciones de los genes que codifican las polimerasas de TLS: rev3Δrev1Δ, rev3Δrad30Δ 
y rev1Δrev3Δrad30Δ. Todos ellos crecieron normalmente en medio YPD, y estudiamos en 
los mismos la progresión en la fase S y la viabilidad celular en presencia de daño en el 
DNA (Figura R2). Al igual que en los apartados anteriores, las células se sincronizaron en 
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G1 con factor α y se liberaron posteriormente en la fase S en ausencia o presencia de 
MMS (0,033%). Al liberar las células en ausencia de daño en el DNA, todos los mutantes 
completaron la replicación de su genoma y progresaron normalmente en el ciclo celular 
























Figura R2. Progresión en la fase S y viabilidad de las células carentes de distintas combinaciones de 
las polimerasas de TLS en presencia de MMS. (A) Esquema del experimento. Se sincronizaron cultivos 
exponenciales de células rev3∆rev1∆ (cepa YMO15), rev3∆rad30∆ (cepa YMO16) y rev3∆rev1∆rad30∆ (cepa 
YMO27) en la fase G1 con la feromona factor α, y a continuación se liberaron en la fase S en ausencia o 
presencia de MMS (0,033%) en el medio. (B) Análisis de la progresión en el ciclo celular mediante citometría 
de flujo. (C) Viabilidad celular tras el tratamiento con MMS (0,033%) durante la fase S, estimada mediante el 
recuento de unidades formadoras de colonias en placa. 
 
 Cuando las células rev3Δrev1Δ se sincronizaron en G1 con factor α y se liberaron 
posteriormente en medio fresco con MMS, mostraron una progresión en la fase S (Figura 
R2B) y una viabilidad (Figura R2C) igual a la del mutante simple rev3Δ (Figura R1B y C). 
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Al estudiar el mutante rev3Δrad30Δ, en el que eliminamos tanto la rama de síntesis 
translesión dependiente de Pol ζ, como la dependiente de Pol η, observamos que la 
citometría de flujo mostró una progresión en la fase S (Figura R2B) muy similar a la de los 
mutantes simples y a la de las células silvestres (Figura R1B). Sin embargo, las células 
de este mutante doble presentaron una mayor pérdida de viabilidad en presencia de 
MMS (Figura R2C) que las de los mutantes simples rev3Δ o rad30Δ (Figura R1C). 
 El triple mutante rev1Δrev3Δrad30Δ exhibió el mismo comportamiento en términos 
de viabilidad y progresión en la fase S (Figura R2B y C) en respuesta al tratamiento con 
el agente genotóxico que el mutante rev3Δrad30Δ (Figura R2B y C). Podemos concluir 
por tanto que, en las condiciones empleadas, las polimerasas de síntesis a través de 
lesiones pueden sustituirse entre sí, al menos parcialmente, y que solo cuando las células 
carecen tanto de Pol ζ como de Pol η se observa un efecto moderado, pero significativo, 
en la respuesta al daño en el DNA causado por el tratamiento con MMS.  
 
1.3. Progresión en la fase S y viabilidad de las células carentes de la rama de 
tolerancia al daño en el DNA dependiente de Rad5 en condiciones de daño en el 
DNA causado por el MMS 
 Para examinar las consecuencias del tratamiento con MMS en células carentes de 
la rama de tolerancia al daño en el DNA libre de error, construimos un mutante de 
deleción de RAD5, rad5Δ. Las células de este mutante son de mayor tamaño que las del 
tipo silvestre o las de los mutantes de TLS, si bien rad5Δ es viable y crece normalmente a 
distintas temperaturas (16ºC, 24ºC, 30ºC, 37ºC) en medio YPD.  
 En este caso, al realizar el mismo tipo de experimentos descritos anteriormente, 
encontramos una situación muy diferente (Figura R3). Así, al estudiar la progresión en el 
ciclo celular por citometría de flujo (Figura R3B), observamos que mientras que la 
progresión en la fase S de las células rad5Δ transcurrió de forma similar a la de las 
células del tipo silvestre en ausencia de MMS, en presencia de la droga la fase S 
comenzó normalmente, pero no llegó a completarse, y las células mantuvieron un 
contenido de DNA inferior a 2C a lo largo de todo el experimento). Además, al analizar la 
viabilidad celular en estas condiciones (Figura R3C), observamos que las células rad5Δ 
tratadas con MMS mostraron una dramática bajada de la viabilidad en comparación con 
las células control del tipo silvestre, así como con las células carentes de TLS (Figura 
R1C y R3C, panel derecho).  
 Estos datos, junto con los de los apartados anteriores, indican que tanto la rama 
dependiente de las polimerasas de TLS como la rama libre de error dependiente de Rad5, 
son importantes para la respuesta celular al daño en el DNA causado por el MMS durante 
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la fase S, si bien el papel del segundo mecanismo sería claramente predominante, al 















 	   
 
 
Figura R3. Progresión en la fase S y viabilidad de las células rad5Δ en presencia de MMS. (A) Esquema 
del experimento. Se sincronizaron cultivos exponenciales de células rad5∆ (cepa YMO18) en la fase G1 con 
la feromona factor α, y a continuación se liberaron en la fase S en ausencia o presencia de MMS (0,033%) en 
el medio. (B) Análisis de la progresión en el ciclo celular mediante citometría de flujo. (C) Viabilidad celular 
tras el tratamiento con MMS (0,033%) durante la fase S, estimada mediante el recuento de unidades 
formadoras de colonias en placa. 
 
1.4. Rad5 es fundamental para la respuesta celular al daño en el DNA ocasionado 
por el MMS durante la replicación cromosómica 
 Los resultados anteriores sugieren que Rad5 es necesaria para completar la 
progresión de la fase S en condiciones de daño en el DNA y muestran las graves 
consecuencias para la viabilidad celular provocadas por el MMS en ausencia de esta 
proteína. Además, el papel de Rad5 parece ser más importante que el de las polimerasas 
de TLS para hacer frente al daño en el DNA causado por el MMS. Para analizar en mayor 
detalle la contribución de cada una de las dos ramas de la ruta RAD6/RAD18 a la 
replicación cromosómica y a la supervivencia celular en presencia de daño en el material 
genético, y dado que solo apreciamos el efecto de la carencia de las polimerasas de TLS 
cuando todas están ausentes, comparamos a continuación en más profundidad las cepas 
rev1Δrev3Δrad30Δ (a la que llamaremos tls∆ a partir de ahora) y rad5∆. Para ello 
realizamos los experimentos que se describen a continuación, a dosis alta (0,033%) y 





























Figura R4. Rad5 juega un papel principal en la tolerancia al daño en el DNA causado por MMS durante 
la fase S. (A) Esquema del experimento. Se sincronizaron células del tipo silvestre (cepa YMO13), tls∆ (cepa 
YMO27) y rad5∆ (cepa YMO18) en la fase G1 con factor α, tras lo cual se liberaron en medio -/+ MMS 
(0,033%). (B) La progresión en el ciclo celular se estudió analizando el contenido en DNA de las células 
mediante citometría de flujo. (C) Inmunoblot y análisis in situ de la autofosforilación de Rad53. 
 
 Se sincronizaron en G1 células de tipo silvestre, como control, tls∆ y rad5∆, tras lo 
cual se liberaron en medio fresco sin o con MMS (0,033%) (Figura R4A). Además de 
monitorizar la progresión de la fase S (Figura R4B), tanto en presencia como en ausencia 
de daño en el DNA, como ya se hizo en los experimentos anteriores, en todas las cepas 
se estudió el estado de activación del checkpoint de la fase S. Para ello, en cada punto 
se tomaron muestras para la extracción de proteínas, y se analizó en las mismas el 
estado de fosforilación de la quinasa del checkpoint Rad53, así como la posible 
adquisición de actividad por parte de esta proteína (Figura R4C). Los resultados 
mostraron que la carencia de TLS o Rad5 no induce la activación del checkpoint en 
ausencia de daño en el DNA, dado que Rad53 no está fosforilado ni adquiere actividad 
quinasa (inmunoblot y ensayo de quinasa in situ, Figura R4C). Esto indica que la 
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ausencia de estas proteínas no causa perturbaciones en la replicación que den lugar a la 
activación del checkpoint como respuesta, lo que está de acuerdo con lo observado por 
citometría de flujo, ya que los mutantes ciclan normalmente en ausencia de daño 
exógeno. En cambio, el checkpoint de la fase S se activó de manera normal en las tres 
estirpes tras el tratamiento con MMS, como muestran la fosforilación de Rad53 y la 
subsecuente adquisición de actividad quinasa por parte de la misma (inmunoblot y 
























Figura R5. Rad5 es necesaria para hacer frente al daño en el DNA causado por una dosis baja de MMS 
durante la fase S. (A) Esquema del experimento. Se bloquearon células del tipo silvestre (cepa YMO13), tls∆ 
(cepa YMO27) y rad5∆ (cepa YMO18) en la fase G1 con factor α, tras lo cual se liberaron en medio -/+ MMS 
(0,0033%). (B) La progresión en el ciclo celular se estudió analizando el contenido en DNA de las células 
mediante citometría de flujo. (C) Inmunoblot y análisis in situ de la autofosforilación de Rad53. 
 
 Para profundizar en el estudio de la importancia de Rad5 en la respuesta a las 
lesiones en el DNA inducidas por MMS durante la fase S que sugieren los experimentos 
anteriores, buscamos una dosis de esta droga que no causase efectos detectables en las 
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células de tipo silvestre y, a continuación, analizamos las consecuencias que origina el 
mismo tratamiento con MMS en las estirpes tls∆ y rad5∆. Se sincronizaron células control 
del tipo silvestre en G1 y a continuación se liberaron en medio suplementado con una 
décima parte de la concentración de MMS usada anteriormente (0,0033%) (Figura R5A). 
La citometría de flujo muestra que estas células no experimentan ningún retraso aparente 
en la progresión en la fase S, debido al bajo número de lesiones en el DNA, y continúan 
ciclando de manera normal (Figura R5B). Además, Rad53 no se activó en estas 
condiciones (Figura R5C). Estos resultados indican que las lesiones en el DNA que se 
producen por la exposición a esta baja dosis de MMS no interfieren con la progresión en 
el ciclo celular, y que el daño inducido en el DNA, a diferencia de lo que ocurre en la 
Figura R4C, estaba por debajo del umbral necesario para desencadenar la activación del 
checkpoint (Hishida et al, 2009; Tercero et al, 2003). El tratamiento con 0,0033% de MMS 
durante la fase S tampoco provocó un efecto aparente en las células carentes de TLS, 
que siguieron ciclando de manera normal (Figura R5B) y no activaron Rad53 (Figura 
R5C). Sin embargo, sorprendentemente, el mismo tratamiento con MMS impidió que las 
células rad5∆ progresasen a lo largo del ciclo celular (Figura R5B), e hizo que 
permaneciesen bloqueadas con un contenido de DNA de 2C como células con grandes 











Figura R6. Las células mutantes rad5∆ se acumulan con un contenido de DNA 2C, gemas grandes y 
cromatina sin dividir tras el tratamiento con MMS 0,0033% durante la fase S. Las células control RAD5+ 
(cepa YMO13) y rad5∆ (cepa YMO18) se sincronizaron en G1 con factor α y a continuación se liberaron en 
medio con MMS (0,0033%) durante 240 min. Las muestras se corresponden con las del experimento de la 
Figura R5. El DNA se tiñó con DAPI y las células se analizaron por microscopía de fluorescencia. 
 
 Además, en estas condiciones, a diferencia de las cepas silvestre y tls∆, Rad53 se 
activó en el mutante rad5∆, como muestran el inmunoblot y el ensayo de quinasa in situ 
(Figura R5C, panel derecho). A pesar de que las células rad5∆ tienen un contenido de 
DNA de 2C, la activación del checkpoint se debe a las lesiones en el DNA inducidas 
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durante la fase S, ya que si se bloquean en G2/M y se tratan con MMS a la dosis de 
0,0033%, no se observa ni fosforilación de Rad53 ni adquisición de actividad quinasa por 
parte de esta proteína (Figura R7). En conjunto, estos resultados indican que incluso el 
tratamiento con una dosis baja de MMS durante la fase S, que aparentemente no 
ocasiona consecuencias en células del tipo silvestre o en mutantes tls∆, origina serios 
problemas en las células que carecen de Rad5, hasta el punto de que induce la 
activación del checkpoint e impide la división celular. Esto refleja la función crucial de esta 














Figura R7. El checkpoint de fase S no se activa cuando las células rad5Δ se encuentran en G2/M y se 
tratan con MMS (0,0033%). Se sincronizaron células rad5∆ (cepa YMO18) en G2/M utilizando nocodazol (3 
h), tras lo cual se mantuvieron durante 60 min adicionales en medio con dicha droga, en ausencia o en 
presencia de MMS (0,0033%). (A) A los tiempos indicados se tomaron muestras y el estado de las células en 
el ciclo celular se monitorizó por citometría de flujo. (B) La posible activación de Rad53 se analizó en cada 
punto por inmunoblot y ensayo de actividad quinasa in situ. El inmunoblot muestra que Rad53 no está 
hiperfosforilada en células tratadas con MMS en G2/M, lo cual se correlaciona con la ausencia de 
autofosforilación de Rad53 en el ensayo de quinasa in situ. El control positivo pertenece al experimento de la 
Figura R5 (células rad5∆ tratadas con MMS 0,0033% durante 1 h tras ser liberadas de G1). El doblete de 
Rad53 en G2/M se ha descrito previamente y no se debe a una modificación de esta proteína inducida por 
daño en el DNA (Diani et al, 2009; Schleker et al, 2010; Tercero et al, 2003).  
 
1.5. Viabilidad de las células tlsΔ y rad5Δ tras el tratamiento con distintas dosis de 
MMS durante la fase S 
 Para avanzar en el conocimiento de la contribución de Rad5 a la tolerancia a las 
lesiones en el DNA durante la fase S, examinamos la viabilidad celular en el tipo de 
experimentos anteriormente mostrados, utilizando diferentes dosis de MMS. Para ello, se 
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sincronizaron las células en G1 y se liberaron después en la fase S en medio fresco al 











Figura R8. Rad5 es fundamental para la supervivencia de las células tratadas con distintas dosis de 
MMS durante la fase S. Se sincronizaron células silvestres (cepa YMO13), tls∆ (cepa YMO27) y rad5∆ (cepa 
YMO18) en la fase G1 con factor α y se liberaron en la fase S en presencia de distintas concentraciones de 
MMS. La viabilidad celular se estimó a los tiempos indicados mediante el recuento de unidades formadoras 
de colonias.  
 
 Las células silvestres mantuvieron una alta viabilidad a lo largo del experimento en 
todos los casos, y las células tls∆ solo sufrieron una modesta pérdida de viabilidad en 
comparación con el control. De hecho, la pérdida de viabilidad del mutante tls∆ solo fue 
notable, pero aún moderada, cuando las células se trataron con la mayor dosis de MMS 
utilizada. Por el contrario, las células rad5∆ mostraron una dramática bajada de viabilidad 
tras el tratamiento con MMS en comparación con las cepas silvestre o tls∆ (Figura R8). 
Incluso la exposición a la más baja de las concentraciones de MMS utilizadas, que resultó 
inocua para las células silvestres o tls∆ (Figuras R5 y R8), fue dañina para las células 
rad5∆, que mostraron una pérdida significativa de viabilidad (Figura R8). Estos resultados, 
junto con los mostrados anteriormente (Figura R4 y R5), indican que Rad5 tiene un papel 
principal en la respuesta celular que permite la tolerancia a las lesiones en el DNA 
causadas durante la fase S por un agente nocivo como el MMS. Sin embargo, la bajada 
de viabilidad que presentan las células rad5∆ (Figura R8) es ligeramente menos acusada 
que la de un mutante rad18∆, lo que apunta hacia una pequeña, pero significativa 
contribución de las polimerasas de TLS en la respuesta al MMS.  
 Para analizar si la diferencia en la supervivencia celular entre los mutantes rad18∆ 
y rad5∆ se debía a TLS, construimos un mutante que carecía de todas las polimerasas de 
TLS y de Rad5 (rev3∆rad30∆rev1∆rad5∆, es decir, tls∆rad5∆). Como se muestra en la 
Figura R9B, tras liberar cultivos sincronizados en G1 en ausencia o presencia de MMS a 
distintas concentraciones, la progresión en la fase S fue en ambos casos similar a la de 
un mutante rad5∆ (Figuras R4 y R5). En ausencia de daño en el DNA, las células habían 
replicado su material genético a los 60 min. Al entrar en la fase S en presencia de la 
RESULTADOS 	  
82	  
concentración más baja de MMS (0,0033%), las células alcanzaron un contenido de DNA 
de 2C, pero no pudieron pasar a un nuevo ciclo, mientras que la mayoría de las células 

























Figura R9. La sensibilidad de las células rad18Δ al tratamiento con MMS se debe al efecto combinado 
de la ausencia de las polimerasas de TLS y de Rad5. (A) Esquema del experimento. Se sincronizaron 
células rad18∆ (cepa YJT116) y tls∆rad5∆ (cepa YMO28) en la fase G1 con factor α y se liberaron 
posteriormente en la fase S en presencia de MMS (0,0033% o 0,033%). (B) La progresión en el ciclo celular 
se siguió por citometría de flujo. (C) La viabilidad celular se estimó a los tiempos indicados, mediante el 
recuento de unidades formadoras de colonias. 
 
 Además, la viabilidad de los mutantes tls∆rad5∆ y rad18∆ fue muy similar (Figura 
R9C), lo que indica que la extrema sensibilidad al tratamiento con MMS de las células 
que no tienen Rad18 se debe a la combinación del efecto de carecer de las funciones de 
Rad5 y TLS. Por tanto, nuestros resultados muestran que ambas ramas de la ruta 
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RAD6/RAD18 de tolerancia al daño en el DNA son importantes para la respuesta a las 
lesiones originadas durante la fase S por el agente modelo MMS. Sin embargo, la rama 
libre de error de esta ruta, mediada por Rad5, tiene el papel principal en esta respuesta, 
mientras que las polimerasas de TLS tienen una contribución muy minoritaria. 
 
2. CONSECUENCIAS DEL DAÑO EN EL DNA CAUSADO POR EL MMS EN LA 
PROGRESIÓN DE LAS HORQUILLAS DE REPLICACIÓN  
 
2.1. Rad5 es necesaria para la progresión de las horquillas de replicación a través 
de un DNA dañado 
 Los datos anteriores indican que Rad5 tiene un papel central en la tolerancia al 
daño en el DNA causado por el MMS durante la fase S, lo cual sugiere una importante 
función de esta proteína en la replicación cromosómica en presencia de lesiones en el 
DNA. Estudios previos han mostrado que tras el tratamiento de células carentes de Rad5 
con un pulso de MMS, seguido de un tiempo de recuperación en medio sin droga, los 
cromosomas, analizados por electroforesis en campo pulsado (PFGE), permanecían 
sensibles al calor in vitro (Karras y Jentsch, 2010; Minca y Kowalski, 2010), lo que sugiere 
una replicación incompleta del DNA. Sin embargo, la técnica de PFGE no permite estimar 
el alcance de los posibles defectos en la replicación, y no permite obtener información 
acerca de si o cómo la progresión de las horquillas de replicación se encuentra 
obstaculizada. De hecho, a pesar de los datos obtenidos por PFGE, se propuso que las 
células rad5∆ eran capaces de llevar a cabo sin retraso la replicación a través de DNA 
dañado por MMS (Karras y Jentsch, 2010). Para analizar de forma directa la replicación 
cromosómica en células carentes de Rad5, utilizamos un método basado en la sustitución 
de isótopos de densidad, que permite estudiar la síntesis de DNA en curso en un replicón 
específico, analizando el movimiento de las horquillas de replicación (McCarroll y 
Fangman, 1988; Reynolds et al, 1989; Tercero et al, 2000). De este modo analizamos la 
progresión de las horquillas de replicación a través de un DNA dañado en células rad5∆, 
comparándola con la de las células del tipo silvestre utilizadas como control y con la del 
mutante tls∆. 
 Se crecieron células silvestres, tls∆ y rad5∆ en medio con isótopos pesados, se 
sincronizaron en G1 con factor α y se liberaron en medio con isótopos ligeros, en 
ausencia o presencia de MMS. Se siguió la replicación de seis fragmentos de restricción 
en un replicón de 70 kb del cromosoma VI (Tercero y Diffley, 2001), desde el origen de 
replicación temprano ARS607 hasta el final del cromosoma. En las tres cepas, todos los 
fragmentos de DNA se encontraban en el pico HH (pesado-pesado, DNA no replicado) al 



























Figura R10. Progresión de las horquillas de replicación a través de un DNA dañado por MMS en 
células del tipo silvestre (TLS+RAD5+). El análisis de la progresión de las horquillas de replicación se llevó 
a cabo mediante la técnica de sustitución de isótopos de densidad. Para ello, se sincronizaron células control 
TLS+RAD5+ (cepa YMO13) en la fase G1 en medio con isótopos pesados y se liberaron después en medio 
con isótopos ligeros, tanto en presencia como en ausencia de MMS (0,033%). (A) La progresión de las 
horquillas de replicación se siguió en un replicón del cromosoma VI, utilizando sondas que reconocen los 
fragmentos 1-6. Los números de las sondas se corresponden con los números de los fragmentos. La cantidad 
relativa de radioactividad en el DNA hibridado se representa frente al número de fracción del gradiente. Se 
indica la posición de los picos de DNA no replicado (HH) y completamente replicado (HL). La posición del 
pico inicial HH (área gris) se muestra como comparación. (B) Cuantificación de la replicación en presencia de 
MMS de cada fragmento de DNA en cada tiempo analizado. 
 
R11A y R12A, fila superior). En todos los casos, los fragmentos de DNA se habían 
desplazado al pico HL (pesado-ligero, DNA replicado) a los 60 min tras la liberación de 



























Figura R11. Progresión de las horquillas de replicación a través de un DNA dañado por MMS en 
células tlsΔ. Se sincronizaron células tls∆ (cepa YMO27) en la fase G1 en medio con isótopos pesados y se 
liberaron después en medio con isótopos ligeros, tanto en presencia como en ausencia de MMS (0,033%). 
(A) La progresión de las horquillas de replicación se siguió en un replicón del cromosoma VI, utilizando 
sondas que reconocen los fragmentos 1-6. Los números de las sondas se corresponden con los números de 
los fragmentos. La cantidad relativa de radioactividad en el DNA hibridado se representa frente al número de 
fracción del gradiente. Se indica la posición de los picos de DNA no replicado (HH) y completamente 
replicado (HL). La posición del pico inicial HH (área gris) se muestra como comparación. (B) Cuantificación de 
la replicación en presencia de MMS de cada fragmento de DNA en cada tiempo analizado. 
 
estaban replicados. Cuando las células del tipo silvestre se liberaron de G1 en medio con 
isótopos ligeros y MMS (Figura R10A), a los 30 min el fragmento 1 de DNA se había 
desplazado al pico HL, y ya se podía observar una fracción de DNA HL en el fragmento 2, 
lo que indica que la replicación había comenzado desde el origen ARS607. En la figura 
R16A podemos observar que la replicación del DNA avanzó de izquierda a derecha: el 
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fragmento 3 aparecía como DNA HL a los 60 min, y la replicación del resto de los 
fragmentos continuó de forma progresiva (la cuantificación de los datos de replicación se 
muestra en la Figura R10B). Así, como se había descrito previamente (Tercero y Diffley, 
2001; Vazquez et al, 2008), las horquillas de replicación progresan lentamente a través 
de un DNA dañado, pero son capaces de replicar el replicón completo.  
 En las células tls∆ (Figura R11), la progresión de las horquillas de replicación a 
través de un DNA dañado por MMS fue muy similar a la del tipo silvestre, lo que está de 
acuerdo con los resultados mostrados en la Figura R5B. Como se muestra en la Figura 
11A, la replicación se inició al igual que en las células control, ya que los fragmentos 1 y 2 
se habían desplazado al pico HL a los 30 min. Las horquillas de replicación avanzaron de 
izquierda a derecha del replicón, despacio, pero eficientemente, y a los 240 min el 
replicón estaba prácticamente replicado. El porcentaje de replicación de cada fragmento 
de DNA en cada punto (Figura R11B) mostró que no había diferencias significativas entre 
el control y las células tls∆. Por consiguiente, las polimerasas de TLS no son necesarias 
para la progresión de las horquillas de replicación a través de un DNA dañado por MMS. 
 En el mutante rad5∆, el fragmento 1 se había desplazado al pico HL a los 30 min 
tras la liberación de G1 en presencia de MMS (Figura R12A), indicando que el origen 
ARS607 se activa con la misma eficiencia que en las células del tipo silvestre. Asimismo, 
ya se aprecia DNA replicado (HL) en el fragmento 2 en este punto. Las horquillas 
avanzaron despacio y la replicación progresó hacia la derecha, como indica el progresivo 
desplazamiento de los fragmentos de restricción hacia el pico HL. Sin embargo, se 
observaron notables diferencias entre las dinámicas de replicación de rad5∆ y de las 
células control. La figura R18A muestra que el porcentaje de DNA replicado (HL) de los 
fragmentos 2-6 a los 120 min era claramente inferior al del tipo silvestre (en la Figura 
R12B se muestran los datos cuantificados). A los 240 min, mientras la práctica totalidad 
del replicón se había replicado en células del tipo silvestre, una cantidad significativa de 
DNA permanecía sin replicar en los fragmentos 2-6 de la cepa rad5∆. De hecho, solo el 
30% de las horquillas consiguieron alcanzar el final del replicón en este mutante al final 
del experimento. Cabe remarcar, además, que el porcentaje de DNA replicado no 
aumentó a partir de los 60 min en los fragmentos 2 y 3 (alrededor del 65%), lo que indica 
que una fracción importante de las horquillas no pudieron pasar el final del fragmento 3. 
El tamaño medio de un replicón en S. cerevisiae es de 40 kb, por lo que, como media, las 
horquillas se desplazan unas 20 kb. Los datos anteriores permiten estimar que alrededor 
de un tercio de las horquillas terminan su progresión a menos de 20 kb del origen 
ARS607 en las células rad5∆ tras 240 min de tratamiento con MMS. Por lo tanto, estos 
resultados indican que Rad5 es absolutamente necesaria para la progresión de las 



























Figura R12. Rad5 es necesaria para la progresión de las horquillas de replicación a través de un DNA 
dañado por MMS. Se sincronizaron células rad5∆ (cepa YMO18) en la fase G1 en medio con isótopos 
pesados y se liberaron después en medio con isótopos ligeros, tanto en presencia como en ausencia de MMS 
(0,033%). (A) La progresión de las horquillas de replicación se siguió en un replicón del cromosoma VI, 
utilizando sondas que reconocen los fragmentos 1-6. Los números de las sondas se corresponden con los 
números de los fragmentos. La cantidad relativa de radioactividad en el DNA hibridado se representa frente al 
número de fracción del gradiente. Se indica la posición de los picos de DNA no replicado (HH) y 
completamente replicado (HL). La posición del pico inicial HH (área gris) se muestra como comparación. (B) 
Cuantificación de la replicación en presencia de MMS de cada fragmento de DNA en cada tiempo analizado. 
 
 Estos defectos pueden explicar además por qué las células rad5∆ muestran una 
gran pérdida de viabilidad al ser tratadas con MMS durante la fase S (Figura R8). Todos 
estos resultados muestran que, la rama libre de error de la ruta RAD6-RAD18 de 
tolerancia al daño en el DNA, dependiente de Rad5, tiene un papel crucial facilitando la 
RESULTADOS 	  
88	  
replicación cromosómica a través de lesiones en el DNA. Estos datos sugieren también 
firmemente que Rad5 actúa de forma directa en las horquillas de replicación. Si esta 
proteína solo actuase por detrás de las horquillas, se originarían huecos o gaps en el 
DNA de las células rad5∆, y estas moléculas híbridas de DNA discontinuas aparecerían 
como HL, incluso no habiéndose replicado por completo. Sin embargo, nosotros 
mostramos que solo un número reducido de horquillas llegan al final del replicón durante 
el transcurso del experimento, y que alrededor de un tercio de las mismas quedan 
bloqueadas dentro de la distancia que una horquilla recorre como media. Todo ello da 
lugar a DNA HH, que no puede contener gaps ya que está completamente no-replicado. 
En cualquier caso, estos datos no excluyen la posible existencia de gaps en el DNA que 
aparecerían como HL y no están, por tanto, en contra de la posibilidad de que Rad5 
pueda actuar también por detrás de las horquillas de replicación.  
 
3. ANÁLISIS DE LA CONTRIBUCIÓN DE LAS ACTIVIDADES DE Rad5 EN LA 
RESPUESTA AL DAÑO EN EL DNA DURANTE LA FASE S 
 
3.1. Las actividades E3 ubiquitina-ligasa y ATPasa/helicasa de Rad5 son necesarias 
para la respuesta al daño en el DNA inducido por MMS en la fase S 
 Rad5 es una proteína multifuncional que posee dos dominios funcionales bien 
caracterizados: un dominio RING finger de tipo C3HC4, característico de ligasas de 
ubiquitina, y un dominio ATPasa/helicasa de la familia SWI/SNF en el cual se encuentra 
embebido el primero (Figura R13).  El dominio RING finger es el responsable de la 
actividad E3 ubiquitina-ligasa de Rad5 y de su interacción con proteínas E2-conjugadoras 









Figura R13. Esquema de la estructura conservada de dominios de Rad5. Se indican los sitios de las 
mutaciones puntuales empleadas en esta tesis. Los siete motivos helicasa característicos de la familia 
SWI/SNF2 de ATPasas dependientes de DNA están marcados con números romanos. En conjunto 
constituyen el dominio helicasa (sombreado azul). El dominio RING-finger se representa mediante un 
rectángulo rojo. En el extremo N-terminal se muestra, en verde, la ubicación del dominio HIRAN. 
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El dominio ATPasa/helicasa codifica una actividad ATPasa dependiente de DNA y media 
el papel de Rad5 en la reparación de DSB, así como su función helicasa especializada en 
la regresión de horquillas de replicación, al menos in vitro (Blastyak et al, 2007; Chen et al, 
2005) (Figura R13).  
 Como los datos anteriores revelaban un papel clave de Rad5 en la respuesta 
celular a las lesiones en el DNA originadas por el tratamiento con MMS durante la fase S, 
nos preguntamos cuál era la contribución de cada una de las actividades descritas de 
Rad5 en esta respuesta. Para analizar esta cuestión, construimos estirpes que contenían 
versiones de Rad5 con mutaciones que eliminaban su actividad ubiquitina-ligasa (rad5-
























Figura R14. La actividad ubiquitina-ligasa de Rad5 es necesaria para la respuesta al daño en el DNA 
originado por el MMS durante la fase S. (A) Esquema del experimento. Se sincronizaron células rad5-
I916A (cepa YMO60) en la fase G1 con factor α y se liberaron en medio sin o con MMS (0,033% o 0,0033%). 
(B) La progresión en el ciclo celular se siguió por citometría de flujo. (C) Inmunoblot y ensayo de 
autofosforilación in situ de Rad53. 
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(Chen et al, 2005) (Figura R13). A continuación estudiamos la progresión en el ciclo 
celular, la activación del checkpoint de la fase S y la viabilidad celular cuando se somete 
























Figura R14. La actividad ATPasa/helicasa de Rad5 es necesaria para la respuesta al daño en el DNA 
originado por el MMS durante la fase S. (A) Esquema del experimento. Se sincronizaron células rad5-GAA 
(cepa YMO57) en la fase G1 con factor α y se liberaron en medio sin o con MMS (0,033% o 0,0033%). (B) La 
progresión en el ciclo celular se siguió por citometría de flujo. (C) Inmunoblot y ensayo de autofosforilación in 
situ de Rad53. 
 
 Se sincronizaron en G1 células rad5-I916A y rad5-GAA, que a continuación se 
liberaron en la fase S en medio sin o con MMS (0,033 o 0,0033%) (Figura R14A y R15A). 
La citometría de flujo mostró que en ausencia de daño exógeno las células completaban 
la fase S y continuaban ciclando normalmente. En presencia de MMS (0,033%), tanto el 
mutante rad5-I916A como el rad5-GAA mostraron un retraso significativo en la progresión 
en la fase S en comparación con las células del tipo silvestre o las mutantes tls∆ (Figura 
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R4B, panel izquierdo y central). De hecho, al igual que las células rad5∆ (Figura R4B, 
panel derecho), ninguno de los mutantes puntuales alcanzó el pico de contenido en DNA 
2C durante el curso del experimento (Figura R14B y R15B). Es más, cuando las células 
se liberaron en medio con MMS al 0,0033%, dosis que no causó ningún efecto en las 
células control o tls∆ (Figura R5B, panel izquierdo y central), los mutantes rad5-I916 
(Figura R14B) y rad5-GAA (Figura R15B) no pudieron progresar en el ciclo celular y, al 
igual que las células rad5∆ (Figura R5B, panel derecho), permanecieron bloqueados con 
un contenido de DNA 2C, incluso 240 min después de la liberación de G1. Tanto en las 
células rad5-I916A (Figura R14C) como en las rad5-GAA (Figura R15C) el checkpoint de 
la fase S se activó, como cabía esperar, tras el tratamiento con MMS al 0,033%, como 
muestra la fosforilación de Rad53 y la adquisición de actividad quinasa por parte de dicha 
proteína. Cabe destacar que Rad53 también se activó al tratar los mutantes puntuales de 
RAD5 con la dosis baja de MMS de 0,0033% (Figura R14C y R15C), al igual que en las 
células rad5∆ y a diferencia del tipo silvestre o de tls∆ (Figura R5C).  
 
3.2. Ubc13 es necesaria para la respuesta al daño en el DNA inducido por MMS en 
la fase S 
 Los resultados del apartado anterior muestran que la actividad ubiquitina-ligasa de 
Rad5 es necesaria para la respuesta celular al MMS, y por tanto debe serlo la 
poliubiquitilación de PCNA. Para que se produzca esta modificación se requiere, además 
de la actividad ubiquitina-ligasa de Rad5, el complejo E2 conjugador de ubiquitina 
Ubc13/Mms2. Para confirmar que la poliubiquitilación de PCNA es necesaria durante la 
replicación cromosómica en presencia de daño en el DNA causado por alquilación, 
realizamos los experimentos anteriormente descritos (Figura R14 y R15) en una cepa 
ubc13∆ en la que se ha delecionado el gen que codifica la proteína E2-conjugadora de 
ubiquitina Ubc13. 
 Se sincronizaron en G1 células ubc13∆, que a continuación se liberaron en la fase 
S en medio sin o con MMS (0,033 o 0,0033%) (Figura R16A). La citometría de flujo 
mostró que en ausencia de daño exógeno las células completaban la fase S y 
continuaban ciclando normalmente. En presencia de MMS (0,033%), las células ubc13∆ 
mostraron un retraso significativo en la progresión en la fase S en comparación con las 
células del tipo silvestre o las mutantes tls∆ (Figura R4B, panel izquierdo y central). Al 
igual que las células rad5∆, rad5-I916A y rad5-GAA (Figuras R4B panel derecho, R14B y 
R15B), ninguno de los mutantes puntuales alcanzó el pico de contenido en DNA 2C 
durante el curso del experimento (Figura R16B).  
 De nuevo, cuando las células se liberaron en medio con MMS al 0,0033%, dosis 
que no causó ningún efecto en las células control o tls∆ (Figura R5B, panel izquierdo y 
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central), el mutante ubc13∆, al igual que los mutantes rad5∆, rad5-I916, y rad5-GAA 
(Figura R5B panel derecho, R14B y R15B) no pudieron progresar en el ciclo celular y 
permanecieron bloqueados con un contenido de DNA 2C hasta el final del experimento. 
En el mutante ubc13∆ el checkpoint de la fase S se activó de manera normal tras el 
tratamiento con MMS al 0,033%, como muestra la fosforilación de Rad53 y la adquisición 
de actividad quinasa por parte de esta proteína (Figura 16C). Rad53 también se activó 
durante el tratamiento de las células con la dosis baja de MMS de 0,0033% (Figura 
R16C), al igual que en las células rad5∆, rad5-I916, y rad5-GAA y a diferencia del tipo 
























Figura R16. Ubc13 es necesaria para la respuesta al daño en el DNA originado por el MMS durante la 
fase S. (A) Esquema del experimento. Se sincronizaron células ubc13∆ (cepa YMO29) en la fase G1 con 
factor α y se liberaron en medio sin o con MMS (0,033% o 0,0033%). (B) La progresión en el ciclo celular se 




 Estos resultados muestran que ambas actividades, E3 ubiquitina-ligasa y 
ATPasa/helicasa, son importantes para la función de Rad5 en la respuesta a la presencia 
de daño en el DNA durante la fase S, y que la pérdida de cualquiera de ellas agrava los 
efectos de la exposición a una baja dosis de MMS que es inocua para las células con 
Rad5 funcional (Figura R5B y C panel izquierdo). Del mismo modo, tanto la carencia de la 
actividad ubiquitina-ligasa de Rad5 como la ausencia de la enzima E2 conjugadora 
Ubc13 muestran que la poliubiquitilación de PCNA es necesaria para la respuesta celular 
al daño causado por MMS 
 
3.3. Viabilidad de los mutantes puntuales de RAD5 tras el tratamiento con distintas 
dosis de MMS durante la fase S 
 A continuación, estudiamos la viabilidad de los mutantes puntuales de RAD5 tras 
la exposición a MMS durante la fase S, usando una serie de concentraciones de la droga. 
Como muestra la Figura R17, tanto el mutante rad5-I916A como el rad5-GAA sufren una 
importante pérdida de viabilidad tras el tratamiento con MMS durante la fase S, en 









Figura R17. Las actividades ubiquitina-ligasa y ATPasa/helicasa de Rad5 son necesarias para la 
viabilidad de las células tratadas con MMS durante la fase S. Se sincronizaron las células de las distintas 
cepas en la fase G1 con factor α, y se liberaron posteriormente en la fase S en medio fresco con distintas 
concentraciones de MMS. La viabilidad celular se estimó a los tiempos indicados mediante el recuento de 
unidades formadoras de colonias. Las cepas utilizadas, todas ellas isogénicas, fueron: RAD5+ control (cepa 
YMO56); rad5-I916A (cepa YMO60); ubc13∆ (cepa YMO69); rad5-GAA (cepa YMO57); rad5-I916A/GAA 
(cepa YMO63); rad5-GAA ubc13∆ (cepa YMO71); rad5∆ control (cepa YMO55). 
 
 En coherencia con los resultados anteriores, la viabilidad de una estirpe isogénica 
ubc13Δ, también necesaria para la poliubiquitilación de PCNA, fue muy similar a la de 
rad5-I916A. Estos resultados apoyan la conclusión anterior de que tanto la actividad 
ubiquitina ligasa como la ATPasa/helicasa son necesarias para la tolerancia a las 
lesiones causadas por MMS. Sin embargo, la caída de la viabilidad en estos mutantes 
puntuales de RAD5 no fue tan extrema como la de las células rad5∆ (Figura R8). Para 
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intentar explicar estas diferencias, analizamos si ambas actividades se comportaban de 
forma sinergística, para lo cual construimos un doble mutante rad5-I916A/GAA y 
estimamos la viabilidad de esta cepa utilizando las mismas condiciones empleadas 
anteriormente. Los datos obtenidos (Figura R17) indicaron que las células rad5-
I916A/GAA no mostraron un aumento de la sensibilidad al tratamiento con las distintas 
dosis de MMS en comparación con el más sensible de los mutantes puntuales, rad5-GAA. 
De acuerdo con los datos anteriores, la sensibilidad al MMS de una estirpe rad5-
GAAubc13∆ también fue similar a la de las células rad5-I916A/GAA. Por lo tanto, al 
menos para la respuesta al tratamiento con MMS, los mutantes rad5-I916A y rad5-GAA 
son epistáticos. No es este el caso con todos los agentes que causan daño en el DNA, ya 
que cuando las células se tratan con adocelesina, el doble mutante rad5-I916A/GAA es 
más sensible a esta droga que los mutantes individuales (Minca y Kowalski, 2010). Es 
destacable también que las células rad5-I916A/GAA no mostraron tanta sensibilidad al 
tratamiento con MMS como el mutante rad5∆ empleado como control (Figura R17), lo 
cual se explicaría por la existencia de funciones adicionales de Rad5 en la tolerancia al 
daño en el DNA. A este respecto, se ha demostrado que Rad5 controla algunos procesos 
de TLS de manera independiente de sus actividades ubiquitina-ligasa o helicasa, 
probablemente mediante un papel estructural (Coulon et al, 2010; Gangavarapu et al, 
2006; Halas et al, 2011; Kuang et al, 2013; Pages et al, 2008). Además, se sabe que las 
proteínas homólogas humanas de Rad5, HLTF y SHPRH, promueven el reclutamiento de 
la polimerasa de TLS más apropiada al sitio de la lesión (Lin et al, 2011). 
 
3.4. Las proteínas mutantes de Rad5 se expresan al mismo nivel que la proteína 
silvestre 
 Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con los mutantes puntuales de RAD5, 
nos planteamos la posibilidad de que los efectos observados se debiesen a que en 
dichas estirpes hubiese una menor cantidad de la proteína Rad5 con respecto al control 
del tipo silvestre. Para excluir esta posibilidad, analizamos si las proteínas mutantes son 
inestables, o si se expresan en mucha menor medida que la proteína silvestre, como se 
ha sugerido anteriormente para Rad5-GAA (Chen et al, 2005). 
 Para realizar este análisis, construimos estirpes en las que etiquetamos cada una 
de las versiones de Rad5 con un epítopo 13Myc y comparamos la sensibilidad al MMS y 
la cantidad de esta proteína en dichas cepas (Figura R18). En un ensayo de sensibilidad 
en gotas (Figura R18A) observamos que, en todas los cepas, la sensibilidad es algo 
inferior con respecto a la versión no etiquetada. Sin embargo, aun siendo más sensibles 
en conjunto, estas cepas mantienen las mismas sensibilidades relativas entre sí, y tanto 
los mutantes de cada actividad de Rad5 como el doble mutante muestran una 
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sensibilidad similar al tratamiento con MMS. Por inmunoblot (Figura R18B) podemos 
apreciar además que Rad5-GAA no es una proteína inestable, como se había propuesto 
(Chen et al, 2005), y que se encuentra en la célula en niveles comparables a las de las 
























Figura R18. Análisis de los mutantes puntuales de Rad5 etiquetados con 13Myc. (A) Ensayo de 
viabilidad en gota de cada mutante de Rad5 y de su versión etiquetada con el epítopo Myc. (B) Inmunoblot 
mostrando la expresión de Rad5 en las cepas anteriores. Las cepas utilizadas, todas ellas isogénicas, fueron: 
rad5∆ control (cepa YMO55); RAD5+ control (cepa YMO56); RAD5-13MYC (cepa YMO64); rad5-GAA (cepa 
YMO57); rad5-GAA-13MYC (cepa YMO65); rad5-I916A (cepa YMO60); rad5-I916A-13MYC (cepa YMO66); 
rad5-I916A/GAA (cepa YMO63); rad5-I916A/GAA-13MYC (cepa YMO67). 
 
 Estas observaciones validan, por tanto, los resultados obtenidos en el apartado 
anterior, en el que además utilizamos las versiones no etiquetadas de cada una de las 
proteínas mutantes que estábamos analizando, de modo que no se sumase la pequeña 
pérdida de viabilidad que muestran las células con estas proteínas de fusión al efecto 
causado por el MMS. Por tanto, la sensibilidad al daño en el DNA de los mutantes 
puntuales de RAD5 que observamos en nuestros experimentos se debe a la carencia de 
las actividades E3 ubiquitina-ligasa o ATPasa/helicasa y no a la inestabilidad o a una 
menor cantidad de las proteínas mutantes de Rad5 en la célula. 
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3.5. La progresión de las horquillas de replicación a través de un DNA dañado es 
defectiva en ausencia de las actividades catalíticas de Rad5  
 Dada la importancia de Rad5 para la progresión de las horquillas de replicación 































Figura R19. La progresión de las horquillas de replicación a través de un DNA dañado por MMS es 
defectiva en ausencia de la actividad ubiquitina-ligasa de Rad5. Se sincronizaron células rad5-I916A 
(cepa YMO97) en la fase G1 en medio con isótopos pesados y se liberaron después en medio con isótopos 
ligeros, tanto en presencia como en ausencia de MMS (0,033%). (A) La progresión de las horquillas de 
replicación se siguió en un replicón del cromosoma VI, utilizando sondas que reconocen los fragmentos 1-6. 
Los números de las sondas se corresponden con los números de los fragmentos. La cantidad relativa de 
radioactividad en el DNA hibridado se representa frente al número de fracción del gradiente. Se indica la 
posición de los picos de DNA no replicado (HH) y completamente replicado (HL). La posición del pico inicial 
HH (área gris) se muestra como comparación. (B) Cuantificación de la replicación en presencia de MMS de 



























Figura R20. La progresión de las horquillas de replicación a través de un DNA dañado por MMS es 
defectiva en ausencia de la actividad ATPasa/helicasa de Rad5. Se sincronizaron células rad5-GAA (cepa 
YMO96) en la fase G1 en medio con isótopos pesados y se liberaron después en medio con isótopos ligeros, 
tanto en presencia como en ausencia de MMS (0,033%). (A) La progresión de las horquillas de replicación se 
siguió en un replicón del cromosoma VI, utilizando sondas que reconocen los fragmentos 1-6. Los números 
de las sondas se corresponden con los números de los fragmentos. La cantidad relativa de radioactividad en 
el DNA hibridado se representa frente al número de fracción del gradiente. Se indica la posición de los picos 
de DNA no replicado (HH) y completamente replicado (HL). La posición del pico inicial HH (área gris) se 
muestra como comparación. (B) Cuantificación de la replicación en presencia de MMS de cada fragmento de 
DNA en cada tiempo analizado. 
 
de cada una de las actividades descritas de Rad5, así como la de Ubc13 en este proceso.  
Para ello, realizamos experimentos de sustitución de isótopos de densidad con los 
mutantes puntuales de Rad5 que carecen de las actividades ubiquitina-ligasa o 



























Figura R21. La progresión de las horquillas de replicación a través de un DNA dañado por MMS es 
defectiva en ausencia de Ubc13. Se sincronizaron células ubc13∆ (cepa YMO29) en la fase G1 en medio 
con isótopos pesados y se liberaron después en medio con isótopos ligeros, tanto en presencia como en 
ausencia de MMS (0,033%). (A) La progresión de las horquillas de replicación se siguió en un replicón del 
cromosoma VI, utilizando sondas que reconocen los fragmentos 1-6. Los números de las sondas se 
corresponden con los números de los fragmentos. La cantidad relativa de radioactividad en el DNA hibridado 
se representa frente al número de fracción del gradiente. Se indica la posición de los picos de DNA no 
replicado (HH) y completamente replicado (HL). La posición del pico inicial HH (área gris) se muestra como 
comparación. (B) Cuantificación de la replicación en presencia de MMS de cada fragmento de DNA en cada 
tiempo analizado. 
  
 En los tres mutantes rad5-I916A, rad5-GAA y ubc13∆, todos los fragmentos de 
DNA se encontraban en el pico HH (pesado-pesado, DNA no replicado) al principio del 
experimento, cuando las células estaban bloqueadas en G1 (Figuras R19A y R20A, fila 
superior). En las tres estirpes, todos los fragmentos de DNA se habían desplazado al pico 
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HL (pesado-ligero, DNA replicado), a los 60 min tras la liberación de G1 en medio sin 
MMS (Figuras R19A, R20A y R21A, fila inferior) lo que indica que estaban replicados. 
Cuando las células rad5-I916A, rad5-GAA y ubc13∆ se liberaron en la fase S en 
presencia de MMS, el origen de replicación ARS607 se activó de forma similar al de las 
células silvestres, tls∆ y rad5∆ (Figuras R16A, R17A y R18A), ya que a los 30 min el 
fragmento 1 se había desplazado al pico HL y ya se podía observar DNA replicado (HL) 
en los fragmentos 2 y 3 (Figuras R19A, R20A y R21A). En las figuras R19A, R20A y 
R21A podemos observar el progresivo desplazamiento de los fragmentos de restricción 
hacia el pico HL, mostrando que las horquillas avanzaron despacio y que la replicación 
progresó de izquierda a derecha.  
 Los resultados obtenidos indicaron que, a pesar del avance de las horquillas de 
replicación, esta progresión era defectuosa en los tres casos por comparación con las 
células del tipo silvestre analizadas bajo las mismas condiciones experimentales (Figura 
R10A). Así, mientras que en las células control el replicón estaba prácticamente replicado 
a los 240 min (Figura 10A), alrededor del 40% de las horquillas no habían pasado el 
fragmento 4 en este punto del experimento en ninguno de los tres mutantes (Figuras R19, 
R20 y R21). Asimismo, solo un 44% de las horquillas llegaron al final del replicón durante 
el curso del experimento en las células mutantes rad5-GAA (Figura R20), y solo un 35% 
lo hicieron en los mutantes rad5-I916A y ubc13∆, cuyo comportamiento fue muy similar 
(Figuras R19 y R21). Estos datos indican que las actividades ubiquitina-ligasa y 
ATPasa/helicasa de Rad5 son importantes para la progresión de las horquillas de 
replicación a través de un DNA dañado por MMS. No obstante, el defecto en la 
replicación encontrado en los mutantes puntuales de RAD5 no es tan acusado como el 
obtenido con rad5∆ (Figura R12), lo que está de acuerdo con las diferencias existentes 
entre estos mutantes en cuanto a la sensibilidad al tratamiento con MMS durante la fase 
S (Figura R17). 
 
4. REGULACIÓN DE Rad5 
 
4.1. Rad5 se encuentra regulada en el ciclo celular y alcanza niveles máximos en la 
fase S 
 A continuación investigamos si Rad5 mostraba algún tipo de regulación que 
pudiese contribuir a comprender su función en la replicación de los cromosomas dañados 
por MMS. En primer lugar analizamos los niveles de la proteína en el ciclo celular. Para 
ello utilizamos una versión de Rad5 etiquetada en el extremo C-terminal con el epítopo 

















Figura R22. Regulación en el ciclo celular de Rad5. (A) Se sincronizaron células RAD5-HA (cepa YMO52) 
en la fase G1 con factor α y a continuación se liberaron en medio fresco. La progresión en el ciclo celular se 
analizó por citometría de flujo. (B) Representación gráfica del porcentaje de células gemadas y binucleadas a 
lo largo del experimento. El inmunoblot que aparece debajo muestra los niveles de Rad5 a los mismos 
tiempos que en la gráfica. Como controles de carga se utilizaron un inmunoblot para la detección de actina y 
la tinción de la membrana con Ponceau S. Las cantidades relativas (unidades arbitrarias, u.a.) de la proteína 
Rad5-HA se representan en la gráfica para cada punto del experimento. 
 
 Se sincronizaron células RAD5-HA en la fase G1 con factor α. A continuación se 
liberaron en medio fresco y se les permitió progresar a lo largo del ciclo celular. La 
progresión en el ciclo celular se monitorizó por citometría de flujo (Figura R22A), así 
como por la estimación del porcentaje de células gemadas y binucleadas en el cultivo 
(Figura R22B). A los tiempos indicados se recogieron células para la extracción de 
proteínas, que se analizaron por inmunoblot (Figura R22B). Este análisis reveló 
oscilaciones significativas de los niveles de Rad5 a lo largo del ciclo celular. Así, Rad5 
alcanzó sus niveles máximos a los 20-30 min desde la liberación del bloqueo en G1, 
indicando un claro pico de expresión de la proteína al principio o mitad de la fase S. Los 
niveles de proteína decayeron considerablemente a continuación, alcanzando un mínimo 
al final de la fase S o principio de la mitosis (50-70 min después de G1), para volver a 
aumentar durante la fase S del segundo ciclo (alrededor de los 90 min) hasta un máximo 
similar al anterior (Figura R22B). La cuantificación relativa de los niveles de la proteína en 



















Figura R23. Regulación en el ciclo celular de Rad5. (A) Se sincronizaron células RAD5-GFP (cepa 
YMO37) en la fase G1 con factor α y a continuación se liberaron en medio fresco. La progresión del ciclo 
celular se analizó por citometría de flujo. (B) Representación gráfica del porcentaje de células gemadas y 
binucleadas a lo largo del experimento. El inmunoblot que aparece debajo los niveles de Rad5 a los mismos 
tiempos que en la gráfica. Como controles de carga se utilizaron un inmunoblot para la detección de actina y 
la tinción de la membrana con Ponceau S. Las cantidades relativas (unidades arbitrarias, u.a.) de la proteína 
Rad5-GFP se representan en la gráfica para cada punto del experimento. 
 
 Para descartar la posibilidad de que las oscilaciones observadas fuesen 
simplemente debidas al epítopo utilizado para la identificación de la proteína, llevamos a 
cabo los mismo experimentos con otra versión etiquetada de Rad5, Rad5-GFP. El 
resultado fue muy similar al obtenido con Rad5-HA (Figura R23), por lo que descartamos 
que las variaciones en los niveles proteicos encontradas en estos experimentos fueran 
debidas al uso de la proteína de fusión. Estos resultados muestran que la expresión de 
Rad5 varía a lo largo del ciclo celular y muestra los mayores niveles durante la fase S. 
Esto modo de regulación sugiere firmemente que Rad5 actúa de forma predominante 
durante la fase S, lo cual estaría de acuerdo con el papel de esta proteína en la respuesta 
celular al daño en el DNA que hemos encontrado en este trabajo, que permite la 
replicación cromosómica en presencia de lesiones en el material genético. 
 
4.2. Los niveles de Rad5 no están regulados en respuesta al daño en el DNA 
 Como Rad5 es necesaria para hacer frente a las lesiones en el DNA durante la 
replicación cromosómica, nos preguntamos si, además de la regulación que se observa 
en un ciclo celular en ausencia de daño exógeno, esta proteína podría estar regulada 


















Figura R24. Los niveles de Rad5 no se modifican cuando el DNA está dañado. Se bloquearon células 
RAD5-HA (cepa YMO52) en la fase G1 utilizando factor α y a continuación se liberaron en medio sin o con 
MMS (0,033%). (A) La progresión en el ciclo celular se analizó mediante citometría de flujo (B) Análisis de los 
niveles de la proteína Rad5 por inmunoblot. Como controles de carga se utilizaron un inmunoblot para la 
detección de actina y la tinción de la membrana con Ponceau S. (C) Representación gráfica de la cantidad 
relativa de proteína a lo largo del experimento (unidades arbitrarias, u.a.). 
 
 Para estudiar esta cuestión, analizamos en primer lugar los niveles de Rad5 tras 
un tratamiento con MMS durante la fase S. Para ello, sincronizamos células RAD5-HA en 
G1 y las liberamos en fase S en medio sin o con MMS (Figura R24A). Al liberar las 
células en medio sin droga, Rad5 mostró las oscilaciones descritas anteriormente (Figura 
R22B), con un pico de expresión durante la fase S y niveles mínimos tras acabar la 
misma y en G1 (Figura R24B). Cuando las células se liberaron en medio con MMS, Rad5 
mostró niveles máximos similares a los alcanzados en ausencia de daño en el DNA. 
Estos niveles de proteína se mantuvieron durante el experimento debido a la prolongada 
fase S causada por la droga (Figura R24A). Por tanto, la exposición a MMS durante la 
fase S no tiene una influencia significativa en los niveles de Rad5 (la cantidad de proteína 
en ambas situaciones se encuentra cuantificada en la Figura R24C).  
 Por tanto, es posible concluir que la regulación de la expresión de Rad5 es 
independiente del daño exógeno en el DNA, y que la cantidad de esta proteína presente 
en un ciclo celular normal es suficiente para que las células hagan frente a las lesiones 




4.3. Rad5 forma focos nucleares en respuesta al daño en el DNA 
 A continuación analizamos Rad5 in vivo mediante microscopia de fluorescencia, 
usando una versión de esta proteína etiquetada con GFP. Se sincronizaron células GFP-
RAD5 en G1 y se liberaron posteriormente en la fase S en presencia o ausencia de MMS, 














Figure R25. Rad5 forma focos en respuesta a la presencia de daño en el DNA. Se sincronizaron células 
GFP-RAD5 (cepa YMO36) en la fase G1 y se liberaron posteriormente en la fase S durante 60 min en medio -
/+ MMS (0,033%). (A) La progresión en el ciclo celular fue seguida mediante citometría de flujo (B) Análisis 
de la distribución de la proteína Rad5 por microscopía de fluorescencia. El 82,73% de las células tratadas con 
MMS muestra focos de GFP-Rad5, mientras que dichos focos solo se observan en un 2,90% de las células 
no tratadas con el agente genotóxico. 
 
 La situación en el ciclo celular se comprobó por citometría de flujo (Figura R25A). 
Rad5 es una proteína nuclear y aparece dispersa en el núcleo en células no tratadas con 
el agente genotóxico (Figura R25B). Sin embargo, encontramos que Rad5 se acumula 
formando focos nucleares cuando se expone a las células a MMS durante la fase S. 
Estos focos se apreciaron en alrededor del 80% de las células y aparecían habitualmente 
como uno o dos puntos discretos por célula (Figura R25B). Es decir, Rad5 claramente se 
relocaliza dentro del núcleo en respuesta al daño en el DNA, a pesar del hecho de que no 
presenta cambios significativos en sus niveles tras el tratamiento con MMS (Figura R24). 
Además, la formación de focos de Rad5 se observó en la fase S, pero no se detectó 
acumulación de esta proteína en células bloqueadas en G2/M y tratadas con MMS 

















Figura R26. El tratamiento con MMS durante G2/M no da lugar a la formación de focos de Rad5. Se 
sincronizaron células GFP-RAD5 (cepa YMO36) en G2/M con nocodazol (3 h) y se mantuvieron durante 60 
min adicionales en medio suplementado con esta droga y MMS (0,033%). (A) El estado de las células en el 
ciclo celular se siguió mediante citometría de flujo. (B) La proteína Rad5 fue analizada mediante microscopía 
de fluorescencia. Se estimó un 2,5 % de células con focos de GFP-Rad5. 
 
4.4. La formación de focos nucleares de Rad5 es independiente de sus actividades 
catalíticas 
 Ya que tanto la actividad ubiquitina-ligasa como la ATPasa/helicasa de Rad5 son 
necesarias para la respuesta celular al MMS, nos preguntamos si dichas actividades 
tienen algún papel en la relocalización de la proteína observada tras el tratamiento con 
esta droga. Para abordar esta cuestión, construimos estirpes en las que fusionamos el 
epítopo GFP a cada una de las versiones mutantes de Rad5. A continuación analizamos 
células GFP-RAD5+, GFP-rad5-I916A, GFP-rad5-GAA y GFP-rad5-I916A/GAA in vivo 
mediante microscopia de fluorescencia. En todos los casos, se sincronizaron las células 
G1 y se liberaron en la fase S en presencia de MMS, tras lo cual fueron analizadas al 
microscopio. 
 La situación en el ciclo celular se comprobó por citometría de flujo (Figura R27A). 
Las fotografías de la Figura R27A muestran que tanto Rad5 como las tres versiones 
mutantes de la proteína analizadas -Rad5-I916A, Rad5-GAA y Rad5-I916A/GAA- se 
relocalizan dentro del núcleo y forman focos en respuesta al tratamiento con MMS. Estos 
resultados indican que ni la actividad ubiquitina-ligasa ni la actividad ATPasa/helicasa de 
Rad5 son necesarias para la formación de los focos de dicha proteína bajo condiciones 
de daño en el DNA, y por tanto que la relocalización de la proteína observada es 




























Figura R27. Las actividades ubiquitina-ligasa y ATPasa/helicasa de Rad5 no son necesarias para la 
formación de focos de Rad5 en respuesta a la presencia de daño en el DNA. Se sincronizaron células 
GFP-RAD5 (cepa YMO95), rad5-I916A (cepa YMO96), rad5-GAA (cepa YMO97) y rad5-I916A/GAA (cepa 
YMO98) en la fase G1 y se liberaron posteriormente en la fase S durante 60 min en medio -/+ MMS (0,033%). 
(A) La progresión en el ciclo celular fue seguida mediante citometría de flujo (B) Análisis de la distribución de 
la proteína Rad5 o sus versiones mutantes por microscopía de fluorescencia. Se estimó un porcentaje de 
células con focos de GFP-Rad5 del 79,6%, de GFP-Rad5-I916A del 81,55%, de GFP-Rad5-GAA del 77,8% y 
de GFP-Rad5-I916A/GAA del 78%. 
 
4.5. Los focos de Rad5 se forman en respuesta a varios tipos de daño en el DNA, 
pero no como consecuencia del estrés replicativo 
 Para analizar si la relocalización de Rad5 es una respuesta específica al 
tratamiento con MMS, o si por el contrario se trata de una respuesta más general al daño 
en el DNA, estudiamos la formación de focos en células tratadas con otros agentes 
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genotóxicos como el H2O2 o la luz UV. Para ello, bloqueamos células GFP-RAD5 en G1, 
las liberamos, y tras 30 min en la fase S las tratamos con H2O2 (1 mM) durante 30 min. 
Por otra parte, bloqueamos células GFP-RAD5 en G1 y las irradiamos con luz UV (200 
J/m2), tras lo cual las liberamos en la fase S en la oscuridad y tomamos muestras a los 30 
min para su análisis. En ambos casos se siguió el estado del ciclo celular por citometría 
de flujo (Figura R28A) y se observaron las células por microscopía de fluorescencia.  
 En la mayoría de las células tratadas con el agente oxidante H2O2 se observó una 
relocalización nuclear de Rad5 (Figura R28B). Por tanto, la formación de focos de Rad5 
se origina también en respuesta al daño oxidativo. Es interesante que los focos de Rad5-
GFP obtenidos tras el tratamiento con H2O2 sean en general más numerosos por célula 
que en el caso de la exposición MMS, lo que sugiere que las diversas lesiones en el DNA 
originan una relocalización diferente de la proteína Rad5. Con respecto al tratamiento con 
luz UV, no se observó la formación de focos de Rad5 en las células expuestas a este tipo 
de irradiación (Figura R28B), lo cual se debe probablemente a que la tolerancia al 
















Figura R28. Rad5 forma focos en respuesta al tratamiento con H2O2 pero no tras la irradiación con luz 
UV. Se sincronizaron células GFP-RAD5 (cepa YMO36) en la fase G1 y se liberaron en la fase S durante 30 
min, tras lo cual se trataron con H2O2 (1 mM) durante 30 min. Por otra parte se irradiaron con luz UV (200 
J/m2) células GFP-RAD5 (cepa YMO36) sincronizadas en la fase G1 y se liberaron en la fase S en la 
oscuridad, analizándose al microscopio a los 30 min. (A) La progresión en el ciclo celular fue seguida 
mediante citometría de flujo (B) Análisis de la distribución de la proteína Rad5 por microscopía de 
fluorescencia. Se estimó que forman focos de GFP-Rad5 un 85,73% de las células tratadas con H2O2 y un 
2,97% de las tratadas con UV. 
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 El MMS provoca lesiones que bloquean la progresión de las horquillas de 
replicación (Groth et al, 2010; Vazquez et al, 2008), por lo que nos preguntamos si la 
formación de focos de Rad5 era una respuesta general a la parada de las horquillas de 
replicación o si se debía a la presencia de lesiones en el DNA durante la replicación que 
pudiesen interferir con las horquillas. Para analizar esta cuestión, estudiamos la posible 
acumulación de Rad5 en células tratadas con hidroxiurea (HU) durante la fase S. Esta 
droga disminuye los niveles de dNTPs y, al igual que el MMS, provoca el bloqueo de las 
horquillas de replicación, pero, a diferencia del MMS, no necesariamente daño en el DNA. 
Como se muestra en la Figura R27, cuando las células se liberaron del bloqueo de G1 en 
medio con HU, Rad5 mostró una localización nuclear difusa, y no se detectaron células 
con focos de Rad5. Por tanto, los focos de Rad5 se forman durante la fase S en repuesta 
a la presencia de lesiones que bloquean la replicación del DNA, pero no simplemente 















Figura R29. El estrés replicativo causado por hidroxiurea no da lugar a la formación de focos de Rad5. 
Células sincronizadas en G1 se liberaron en fase S durante 120 min en medio con HU 0,2 M. (A) El estado de 
las células en el ciclo celular se siguió mediante citometría de flujo (B) La proteína Rad5 fue analizada 
mediante microscopía de fluorescencia. Se estimó que forman focos de GFP-Rad5 un 2,19% de las células 
tratadas con HU. 
 
 Un estudio reciente a gran escala ha identificado Rad5 como una de las proteínas 
que muestran cambios en su localización en respuesta al estrés replicativo inducido por 
diferentes drogas (Tkach et al, 2012). Aunque nuestros resultados están de acuerdo y 
extienden los datos obtenidos en este estudio acerca de la relocalización nuclear de 
Rad5 tras el tratamiento con MMS en células asincrónicas, difieren de los datos que 
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proponen una acumulación de Rad5 en respuesta al tratamiento con HU. De este modo, 
nuestros estudios muestran que no todos los tipos de estrés inducidos durante la 
replicación del DNA causan la formación de focos de Rad5, sino que solo los bloqueos de 
la replicación originados por algunos agentes que causan daño en el DNA provocan la 
relocalización de esta proteína. 
 
4.6. La relocalización nuclear de Rad5 es independiente de Rad18 y del checkpoint 
de la fase S 
 En respuesta al daño en el DNA, PCNA es monoubiquitilado por Rad6-Rad18, y a 
continuación puede ser poliubiquitilado en S. cerevisiae por Rad5-Ubc13-Mms2 (Hoege 
et al, 2002). Se sabe, además, que Rad5 interacciona con el complejo Rad6-Rad18 
(Ulrich y Jentsch, 2000). Teniendo esto en cuenta, analizamos la posibilidad de que la 
relocalización de Rad5 dependiese de Rad18, y encontramos que no había diferencias en 
la formación de focos de Rad5 en células rad18∆ tratadas con MMS en fase S en 
comparación con células RAD18+. Así, tras bloquear las células en G1 y liberarlas en 
medio con MMS, la mayoría de las células rad18∆ mostraron una clara acumulación de 
Rad5, que formaba focos discretos (Figura R30). Por lo tanto, ni la monoubiquitilación de 
PCNA ni la presencia de Rad18 son necesarias para la formación de focos de Rad5 














Figura R30. La proteína Rad18 no es necesaria para la formación de los focos de Rad5 que se originan 
tras el tratamiento con MMS. Se sincronizaron células GFP-RAD5 (cepa YMO36) y GFP-RAD5 rad18∆ 
(cepa YMO51) en la fase G1 con factor α y se liberaron durante 60 min en medio fresco suplementado con 
MMS 0,033%. (A) El estado de las células en el ciclo celular se siguió mediante citometría de flujo. (B) La 
proteína Rad5 fue analizada mediante microscopía de fluorescencia. Se estimó que forman focos de GFP-
Rad5 un 76,32% de las células rad18∆. 
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 Asimismo, la relocalización de Rad5 no requiere la activación del checkpoint de la 
fase S que desencadena el tratamiento con MMS, ya que también se observaron focos 
de Rad5 en estirpes carentes de las quinasas del checkpoint Mec1 y Rad53 (mec1∆ y 





























Figura R31. El checkpoint de la fase S no es necesario para la formación de los focos de Rad5 que se 
originan tras el tratamiento con MMS. Se sincronizaron células GFP-RAD5 sml1Δ mec1Δ (cepa YMG19), 
GFP-RAD5 sml1Δrad53Δ (cepa YMO45) y control GFP-RAD5 sml1Δ (cepa YMO47) en la fase G1 con factor 
α y se liberaron durante 60 min en medio fresco suplementado con MMS 0,033%. (A) El estado de las células 
en el ciclo celular se siguió mediante citometría de flujo. (B) La proteína Rad5 fue analizada mediante 
microscopía de fluorescencia. Se estimó que forman focos de GFP-Rad5 un 81,87% de las células sml1∆, un 
63,74% de las sml1∆rad53∆ y un 74% de las sml1∆mec1∆. 
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5. REVERSIBILIDAD DEL DEFECTO CAUSADO POR LA CARENCIA DE Rad5 
DURANTE LA REPLICACIÓN CROMOSÓMICA EN PRESENCIA DE DAÑO EN EL 
DNA 
 
5.1. Las consecuencias del tratamiento con MMS durante la replicación 
cromosómica en células carentes de Rad5 son reversibles mediante nueva 
expresión de esta proteína  
 Los resultados que se muestran en esta tesis indican que Rad5 lleva a cabo su 
papel en la tolerancia al daño en el DNA durante la fase S, permitiendo que las células 
completen la replicación cromosómica en presencia de lesiones en el DNA. Sin embargo, 
se ha demostrado que si se restringe la expresión de Rad18 hasta que se ha completado 
la replicación de la mayor parte del genoma, esto es suficiente para que las células 
tratadas con UV sean viables (Daigaku et al, 2010). Del mismo modo, la expresión de 
Rad5 en G2/M permite la supervivencia tras un tratamiento agudo de las células con 
MMS (Karras y Jentsch, 2010). Las condiciones experimentales empleadas por estos 
autores son diferentes a las que se han usado a lo largo de esta tesis, ya que nosotros 
tratamos las células con MMS específicamente durante la replicación del DNA en lugar 
de en G1, y utilizamos una temperatura diferente (30ºC en lugar de 23ºC), que influye en 
el número de lesiones que origina la droga. Por ello, decidimos investigar, usando las 
condiciones empleadas a lo largo de esta tesis, si la nueva expresión de Rad5 a distintos 
tiempos durante y después de la fase S podía rescatar la pérdida de viabilidad que 
sufrían las células carentes de esta proteína y tratadas con MMS durante la fase S. Esto 
nos permitiría averiguar, en primer lugar, si las consecuencias de la carencia de Rad5 en 
células expuestas a daño en el DNA durante la fase S son reversibles y, a su vez, si la 
función de esta proteína se puede desacoplar de la replicación del DNA. 
 Construimos una estirpe en la que se etiquetó Rad5 con GFP y se expresó como 
proteína de fusión bajo el promotor GALS para permitir su expresión condicional. Para 
caracterizar esta estirpe, analizamos la sensibilidad de las células PGALS-RAD5-GFP al 
tratamiento con MMS en medio suplementado con glucosa o galactosa. La figura R32A 
muestra que estas células crecieron de forma normal en medio sin droga y que se 
comportaron como un mutante rad5∆ en medio con MMS y glucosa (promotor GALS 
inactivo). Por el contrario, en medio con galactosa (promotor GALS activado), las células 
PGALS-RAD5-GFP mostraron una resistencia al MMS similar a la del control del tipo 

































Figura R32. Los efectos del tratamiento con MMS durante la fase S en células carentes de Rad5 son 
reversibles mediante la nueva expresión de esta proteína. (A) Sensibilidad al MMS de las células RAD5+ 
(cepa SY2080), rad5∆ (cepa SY2214) y PGALS-RAD5-GFP (cepa YMO77). Se plaquearon diluciones seriadas 
(decimales) de cultivos logarítmicos normalizados en placas de YP-Glucosa o YP-Galactosa suplementadas 
con la cantidad indicada de MMS y se incubaron durante 72 h a 30ºC. (B) Esquema del experimento. Los 
números de la derecha se corresponden con los de los paneles de citometría de flujo y los del gráfico de la 
viabilidad. (C) Progresión en el ciclo celular analizada por citometría de flujo. (D) Análisis de la expresión de 
Rad5 por inmunoblot. (E) Viabilidad celular a lo largo del experimento, estimada mediante el recuento de 
unidades formadoras de colonias. 
 
 Las células PGALS-RAD5-GFP se crecieron en medio con 0,1% de glucosa, 
(promotor GALS inactivo), se sincronizaron en G1 con factor α y se liberaron en medio 
fresco suplementado con 0,1% de glucosa, sin o con MMS. Tras 60 min, el cultivo con 
MMS, en el que las células se encontraban en fase S, se dividió en tres partes: una parte 
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se mantuvo en medio con glucosa y con MMS; en las otras dos, se eliminó el MMS y las 
células se pasaron a medio con glucosa o con galactosa. La inducción con galactosa se 
llevó a cabo además 2 y 4 h después de eliminar el MMS. Se puede ver un esquema del 
experimento en la Figura R32B. La progresión en el ciclo celular se monitorizó por 
citometría de flujo (Figura R32C) y la expresión de Rad5 se analizó por inmunoblot 
(Figura R32D). La viabilidad celular se estimó a lo largo del experimento a los tiempos 
indicados (Figura R32E). 
 Las células carentes de Rad5 progresaron normalmente durante varios ciclos tras 
ser liberadas del bloqueo en G1 en medio sin MMS (Figura R32C, panel 1). Por el 
contrario, estas células no pudieron completar la replicación en presencia de MMS 
(Figura R32C, panel 2), y perdieron viabilidad hasta aproximadamente un 1% al cabo de 
60 min (Figura R32E). Por lo tanto, las células PGALS-RAD5-GFP tratadas con MMS en 
medio con glucosa se comportaron como el mutante rad5∆ (Figura R3). Tras eliminar el 
MMS en ausencia de Rad5, las células progresaron a través de la fase S alcanzando un 
contenido de DNA de 2C (Figura R32C, panel 3), pero no recuperaron la viabilidad 
(Figura R32E) e incluso 7 h después de la eliminación del MMS no completaron el ciclo 
celular. Sin embargo, cuando las células PGALS-RAD5-GFP se transfirieron a medio con 
galactosa sin MMS (Figura R32C, panel 4), la inducción de Rad5 fue detectable a las 2 h 
(Figura R32D), y las células completaron el ciclo celular (Figura R32C, panel 4). Además, 
la viabilidad celular se recuperó rápida y significativamente (Figura R32E). Por 
consiguiente, las células que aún se encontraban en la fase S antes de ser plaqueadas, 
como indica la citometría de flujo (60 y 120 min tras la eliminación del MMS; Figura R32C, 
panel 4), recuperaron un alto grado de viabilidad al sintetizar Rad5 de novo (Figura R32E), 
lo que indica que los efectos del daño en el DNA en ausencia de Rad5 pueden ser 
revertidos. Cuando la expresión de Rad5 se indujo más tarde, 2 o 4 h tras la eliminación 
del MMS (Figura R32C, panel 5-6), los resultados obtenidos fueron muy similares, de 
modo que la viabilidad también se recuperó rápidamente en ambos casos (Figura R32E). 
De hecho, cuando la inducción con galactosa se llevó a cabo 4 h tras la eliminación del 
MMS, las células ya habían alcanzado el pico de 2C de contenido de DNA (Figura R32C, 
panel 6), lo que indica que Rad5 también puede funcionar después de que se haya 
producido la replicación de la mayor parte del genoma.  
 En conjunto, nuestros resultados muestran que las consecuencias de la carencia 
de Rad5 durante la replicación cromosómica en presencia de daño en el DNA causado 
por MMS, son en gran parte reversibles por la nueva expresión de esta proteína. 
Asimismo, estos resultados indican que Rad5 opera durante la fase S para responder al 
daño en el DNA surgido durante la replicación cromosómica, pero que también puede 
hacerlo cuando las células han acabado la mayor parte de la replicación del genoma, lo 
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que estaría de acuerdo con lo publicado en trabajos anteriores (Daigaku et al, 2010; 
Karras y Jentsch, 2010). Por lo tanto, nuestros resultados muestran un papel principal de 
la rama dependiente de Rad5 de la ruta de tolerancia al daño durante la fase S, pero 
indican que Rad5 puede funcionar también desacoplada de la replicación del DNA, lo que 
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Los mecanismos de tolerancia al daño en el DNA tienen un papel esencial en el 
mantenimiento de la estabilidad del genoma. Las lesiones en el material genético que 
permanecen sin reparar en el momento de la replicación cromosómica suponen una 
grave amenaza para las células, ya que ponen en riesgo la necesaria duplicación del 
genoma en cada ciclo celular. La ruta RAD6/RAD18, conservada evolutivamente en las 
células eucarióticas, permite el baipás de estas lesiones mediante diferentes mecanismos, 
haciendo posible que la replicación cromosómica se complete cuando existen lesiones en 
el DNA. En esta tesis hemos intentado aportar datos que ayuden a comprender mejor la 
función y regulación de estos mecanismos de tolerancia al daño en el material genético. 
Utilizando S. cerevisiae como modelo eucariótico y el compuesto alquilante MMS como 
agente modelo causante de lesiones en el DNA, hemos analizado en primer lugar la 
contribución de los componentes de la ruta RAD6/RAD18 a la replicación cromosómica 
bajo condiciones de daño en el DNA. A continuación, hemos profundizado en el análisis 
de la parte de esta ruta con más relevancia en la respuesta celular analizada, mediada 
por Rad5, analizando su función, las actividades requeridas y diversos aspectos de su 
regulación. 
 
1. Las polimerasas de síntesis a través de lesiones tienen un papel minoritario en la 
tolerancia al daño en el DNA originado por el MMS durante la replicación 
cromosómica 
Al analizar la contribución de cada una de las ramas de la ruta RAD6/RAD18 a la 
tolerancia al daño en el DNA causado por el MMS en una única fase S, encontramos que 
la aportación de las polimerasas de síntesis a través de lesiones a este proceso es muy 
limitada. Además, observamos que la función de cada una de ellas puede ser sustituida 
por otra polimerasa de TLS, lo que disminuye aún más el requerimiento específico de 
cada una de estas proteínas para la tolerancia al daño en el DNA inducido en nuestros 
experimentos. De hecho, el efecto que las polimerasas de TLS ejercen en la respuesta 
celular al tratamiento con MMS solo es evidente cuando las células carecen de todas 
ellas. No obstante, este efecto, aunque significativo, es muy moderado en comparación 
con la falta de la otra rama de la ruta RAD6/RAD18, mediada por Rad5. Esta función 
minoritaria de las TLS en la tolerancia al daño originado por el MMS reduce sin duda la 
posibilidad de mutagénesis. Sin embargo, aunque podría pensarse que, dado que 
pueden originar errores durante la replicación cromosómica, el papel de las polimerasas 
de TLS en la tolerancia a las lesiones en el DNA sería siempre minoritario, ejercen por el 
contrario una función principal en la respuesta ante determinados tipos de daño en el 
material genético. Por ejemplo, cuando las células de levaduras se someten a una 
exposición aguda a luz UV, otro agente causante de daño en el DNA que se emplea 
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habitualmente, la síntesis de DNA a través de lesiones es el principal mecanismo 
responsable de tolerar el daño que se origina en el DNA (Daigaku et al, 2010). No 
obstante, en este caso concreto, el empleo de las polimerasas de TLS tiene un menor 
riesgo de mutagénesis, ya que las lesiones que se generan con mayor frecuencia como 
resultado de la irradiación UV son dímeros de timina, que pueden ser copiados por Pol η, 
la cual incorpora dos adeninas frente a la lesión, de modo que, con frecuencia, la región 
dañada se replica correctamente. Asimismo, en células humanas, las lesiones causadas 
por agentes ambientales como el humo del tabaco o la luz UV se toleran 
predominantemente por síntesis de DNA a través de lesiones (Izhar et al, 2013). Por 
tanto, es necesario analizar en cada caso la contribución específica de cada una de las 
ramas de la ruta de tolerancia al daño en el DNA para valorar cuál es la predominante. 
 
2. Posible significado evolutivo de la existencia de las polimerasas de TLS  
 Todos los organismos -arqueas, procariotas y eucariotas- cuyos genomas se han 
secuenciado poseen polimerasas de TLS, responsables en gran parte de la mutagénesis 
que se produce en las células. Una cuestión que podríamos plantearnos es por qué se han 
conservado las polimerasas de síntesis a través de lesiones a lo largo de la evolución, 
cuando existen otros mecanismos libres de errores que permiten en principio tolerar el 
daño que se origina en el DNA. Parece evidente que, a pesar del potencial peligro que 
suponen, las polimerasas de baipás deben ser en conjunto un beneficio para las células, 
ya que de otra forma no se habrían fijado evolutivamente.  
Por una parte, a pesar de su carácter mutagénico, las polimerasas de TLS juegan 
un papel importante en la protección de las células frente a determinados tipos de daño en 
el DNA, lo que indica que actúan normalmente. Así, estas polimerasas son responsables 
de parte de la tolerancia a determinadas lesiones que bloquean las horquillas de 
replicación, que en el caso de no ser toleradas podrían dar lugar a muerte celular o derivar 
en inestabilidad genómica. Esta contribución, que en el caso concreto del estudio llevado a 
cabo en esta tesis es muy limitada, es diferente según las distintas condiciones de daño en 
el DNA, pudiendo incluso llegar a ser TLS la vía preponderante, como se ha citado 
anteriormente. Esta importancia se pone de manifiesto por ejemplo en los pacientes de 
XPV (variante de xerodermia pigmentosa), en los que la carencia de Pol η da lugar a una 
alta incidencia de cáncer de piel (Johnson et al, 1999a; Masutani et al, 1999).  
Por otra parte, la mutagénesis es un proceso imprescindible en la evolución de las 
especies (Abdulovic et al, 2006). En organismos unicelulares, como las bacterias, las 
polimerasas de TLS introducen mutaciones al replicar un DNA dañado (Foster, 2007; 
Galhardo et al, 2007), lo cual puede resultar en un aumento de la variabilidad genética de 
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las poblaciones, que en determinadas circunstancias podría dar lugar a cambios que 
permitan una mejor adaptación al ambiente. 
 Además, en eucariotas superiores, las polimerasas de TLS desempeñan otro papel 
importante, participando en la hipermutación somática mediante la introducción de 
mutaciones en las cadenas variables de los anticuerpos en los linfocitos B, lo que permite 
diversificar los anticuerpos que se pueden producir (Casali et al, 2006). Las polimerasas de 
TLS no solo se han conservado en la evolución, sino que han aumentado su número desde 
las dos existentes en procariotas o tres en S. cerevisiae hasta al menos ocho en humanos 
(Lange et al, 2011; Sale, 2013; Waters et al, 2009). Esta diversificación de las polimerasas 
de TLS proporcionaría una mayor versatilidad en la respuesta al daño en el DNA, 
permitiendo un baipás más eficiente de las lesiones no reparadas así como una cierta 
especialización de cada polimerasa en la tolerancia de determinadas lesiones (Friedberg et 
al, 2002; Waters et al, 2009). 
Teniendo todo en cuenta, es posible afirmar que el peligro que entraña el empleo 
de polimerasas mutagénicas es superado por el beneficio que conlleva disponer de este 
mecanismo -con su compleja regulación, que limita su actuación a determinadas 
situaciones-, como refleja el hecho de que se haya fijado a lo largo de la evolución (Lange 
et al, 2011; Sale, 2013; Waters et al, 2009). 
 
3. La rama libre de errores dependiente de Rad5 de la ruta RAD6/RAD18 es la 
principal responsable de la tolerancia al daño en el DNA originado por el MMS 
durante la replicación cromosómica 
Los resultados obtenidos en esta tesis indican que la rama libre de errores de la 
ruta RAD6/RAD18, mediada por Rad5, ejerce la función principal en la tolerancia al daño 
en el DNA inducido por el MMS durante la fase S. Esta función predominante 
dependiente de Rad5 garantiza una respuesta celular que permite tolerar las lesiones no 
reparadas en el DNA mediante un proceso libre de errores, minimizando el riesgo de 
mutagénesis. 
El tratamiento de las células con diferentes concentraciones de MMS durante una 
única fase S que llevamos a cabo mostró que Rad5 es estrictamente necesaria para 
hacer frente al daño en el DNA durante la replicación cromosómica, y que su función 
permite completar la misma y mantener la viabilidad celular. Es destacable el hecho de 
que, incluso una dosis muy baja de MMS, que resulta inocua para las células silvestres o 
las mutantes tls∆, cause graves defectos en las células que carecen de Rad5, impidiendo 
la progresión en el ciclo celular e induciendo la activación del checkpoint de la fase S. Es 
interesante que una dosis tan baja, que en principio causaría muy pocas lesiones en el 
DNA, origine estos problemas en ausencia de Rad5, ya que cabría esperar que otras 
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rutas, sin necesidad de DDT, pudiesen repararlas. Estos resultados sugieren, sin 
embargo, que existe un requerimiento específico de Rad5 para hacer frente a este tipo de 
lesiones en el DNA durante la fase S, que no puede ser sustituido por ninguna otra ruta 
de reparación o tolerancia al daño en el DNA.  
 
4. Las actividades ubiquitina-ligasa y ATPasa/helicasa de Rad5 son necesarias para 
la tolerancia al daño en el DNA 
 En esta tesis hemos mostrado también que las actividades ubiquitina-ligasa (E3) y 
ATPasa/helicasa de Rad5 son necesarias y resultan igualmente importantes para la 
función de esta proteína durante la respuesta al daño en el DNA inducido por MMS 
durante la fase S. El hecho de que los mutantes que carecen de una u otra actividad 
muestren una similar reducción de la viabilidad celular tras ser expuestos a MMS durante 
una fase S, y que el doble mutante carente de las dos actividades no sea más sensible a 
esta droga que los mutantes individuales, sugiere que las actividades ubiquitina-ligasa y 
ATPasa/helicasa podrían actuar secuencialmente, al menos en la tolerancia a las 
lesiones en el DNA causadas por MMS. Se sabe que la función ATPasa de Rad5 no es 
necesaria para la modificación de PCNA en respuesta al tratamiento con MMS (Chen et 















Figura D1. Acciones de Rad5 en la ruta RAD6/RAD18 de tolerancia al daño. En primer lugar, la acción de 
Rad5 como E3 ligasa junto con el complejo conjugador Ubc13-Mms2 da lugar a la poliubiquitilación de PCNA, 
lo que a su vez permite la actuación de Rad5 como helicasa y la tolerancia al daño libre de error debida al 
intercambio de cadenas molde. Por otra parte Rad5 modula la acción de las polimerasas de síntesis a través 
de lesiones.  
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observaría una mayor sensibilidad al MMS de los mutantes rad5-I916A/GAA o 
ubc13∆/rad5-GAA respecto a los mutantes individuales, lo cual no ocurre. En conjunto, 
estos resultados sugieren que la actividad helicasa de Rad5 ocurriría después de la 
poliubiquitilación de PCNA.  
Estos datos apoyan el modelo en el que el intercambio de cadenas molde 
mediado por la actividad helicasa de Rad5 sería facilitado por la poliubiquitilación de 
PCNA (Figura D1). Como se ha propuesto anteriormente (Chang y Cimprich, 2009), esto 
podría llevarse a cabo bien porque esta modificación provoque el desplazamiento de 
proteínas que se asocian a PCNA, como las polimerasas de TLS, dejando espacio para 
la actuación de la rama dependiente de Rad5, o bien porque PCNA poliubiquitilado actúe 
como plataforma para el reclutamiento de otras proteínas que participen junto con Rad5 
en el mecanismo de intercambio de molde. 
Si bien este es el modelo de acción para Rad5 que creemos más probable 
basándonos en nuestros datos y en los de otros trabajos, un estudio reciente (Ball et al, 
2014) afirma que el dominio helicasa de Rad5 juega un papel estructural necesario para 
la interacción con Ubc13 y la poliubiquitilación de PCNA. Asimismo, en este trabajo se 
propone que el requerimiento del dominio helicasa -e incluso del ubiquitina-ligasa- se 
puede obviar empleando una proteína de fusión entre Rad5 y Ubc13, de modo que la 
actividad helicasa no sería necesaria para la tolerancia al daño en el DNA. Estos datos 
están en contradicción con el trabajo de Chen et al (2005), en el que como se ha dicho 
anteriormente se muestra que la actividad helicasa no es necesaria para la 
poliubiquitilación de PCNA. La diferencia entre ambos trabajos, que quizá se deba a los 
distintos mutantes utilizados, no invalidaría nuestros resultados, ya que en la respuesta 
de las células al tratamiento con MMS son necesarias ambas actividades de Rad5. En el 
caso de que los resultados del trabajo de Ball et al (2014) sean correctos, nos impedirían 
plantear el modelo secuencial de actuación de Rad5 descrito al principio de este apartado, 
dejando abierta la posibilidad de que la función de la actividad helicasa sea realmente 
mediar la interacción con el complejo conjugador de ubiquitina Ubc13-Mms2. 
 
5. Rad5 es necesaria para la progresión de las horquillas de replicación a través de 
un DNA dañado 
Nuestros datos indican que la función de Rad5 en la respuesta al daño en el DNA 
causado por MMS durante la fase S permite completar la replicación cromosómica. El 
análisis in vivo de la progresión de las horquillas de replicación mediante ensayos de 
sustitución de densidad de isótopos permitió evaluar y cuantificar de forma directa los 
efectos que tiene la ausencia de Rad5 en la replicación de un DNA dañado. Los 
resultados obtenidos en esta tesis indican que esta proteína es absolutamente necesaria 
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para la progresión de las horquillas de replicación a través de un DNA con lesiones. De 
hecho, las células carentes de las actividades ubiquitina-ligasa o ATPasa/helicasa 
muestran también una progresión defectiva de las horquillas, aunque no tan grave como 














Figura D2. Posibles acciones de Rad5 en el mecanismo de cambio de molde asociado a la horquilla de 
replicación. Rad5 (en azul), podría participar de distintos modos en el mecanismo de cambio de molde: bien 
permitiendo la invasión de hebra en la cromátida hermana o incluso facilitando la abertura de las dos cadenas 
de la cromátida hermana; o bien llevando a cabo una reversión de la horquilla de replicación que permita la 
asociación de las dos cadenas nacientes y la posterior regresión de esta estructura tras la replicación de la 
zona de la lesión. 
 
Esto indica una función directa de Rad5 en las horquillas de replicación, acoplada 
por tanto a la replicación cromosómica, que explica dónde y cuándo actúa la rama libre 
de errores de la ruta RAD6/RAD18 de tolerancia al daño en el DNA. De acuerdo con los 
otros resultados de este trabajo, las células carentes de todas las polimerasas de TLS no 
mostraron por el contrario diferencias significativas con las células silvestres en la 
progresión de las horquillas de replicación a través de un DNA dañado por alquilación. Si 
bien los efectos del MMS y de la luz UV son diferentes, este resultado es similar a los de 
trabajos anteriores que muestran que la ausencia de las polimerasas de TLS tampoco 
afecta a la progresión de las horquillas de replicación tras la exposición a la luz UV 
(Callegari et al, 2010; Lopes et al, 2006). 
El requerimiento de Rad5 para el avance de las horquillas de replicación en 
presencia de daño en el DNA implica que esta proteína tiene una función acoplada a la 
replicación. Este papel podría llevarse a cabo mediante su participación en dos procesos 
que no son mutuamente excluyentes (Figura D2): la regresión de las horquillas de 
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replicación y quizá su posterior reversión, o la invasión de la cromátida hermana por parte 
de la hebra naciente bloqueada por la lesión. En este último caso, Rad5 podría estar 
implicada tanto en el desenrollamiento de la hebra naciente bloqueada y su cadena 
molde dañada, como en el desanillamiento de las cadenas de la cromátida hermana, o 
incluso en el apareamiento temporal de las dos cadenas hijas, facilitando en todos los 
casos el intercambio temporal de molde para replicar la zona de DNA dañada. 
 
6. Rad5 está regulado en el ciclo celular 
 En esta tesis mostramos que Rad5 es una proteína periódica cuyos niveles 
oscilan a lo largo del ciclo de división mitótico, alcanzando un máximo durante la fase S. 
Este modo de regulación de la proteína apoya firmemente que la función de Rad5 se 
lleva a cabo principalmente durante esta fase del ciclo celular, lo que, a su vez, está de 
acuerdo con el papel que hemos mostrado para esta proteína facilitando la replicación 














   
Figura D3. Modelo de utilización de los mecanismos de la ruta RAD6/RAD18 en el ciclo celular según 
los niveles de las proteínas implicadas a lo largo del mismo. Durante la fase S hay altos niveles de Rad5, 
que provocarían la poliubiquitilación de PCNA canalizando la tolerancia al daño hacia la vía libre de error 
dependiente de Rad5, que podría actuar bien acoplada a la maquinaria replicativa o tras el paso de las 
horquillas de replicación. Al final de la fase S y durante G2/M los niveles de Rad5 disminuyen, posibilitando la 
actuación, probablemente post-replicativa, de la rama de síntesis a través de lesiones. La actuación de la rama 
de TLS estaría a su vez favorecida por el aumento de niveles de la proteína Rev1, que actúa como una 




 La oscilación de Rad5 podría reflejar una regulación transcripcional del gen que la 
codifica, y también que la degradación de la proteína podría estar controlada a lo largo 
del ciclo celular. De hecho, el análisis de la secuencia tanto del gen como de la proteína 
sugiere que las dos opciones son posibles. Por una parte, RAD5 contiene secuencias 
MluI (5'-ACGCGT-3'), presentes en los promotores de muchos de los genes necesarios 
para la síntesis de DNA en S. cerevisiae que se expresan de forma coordinada en la 
transición entre las fases G1 y S. La región promotora de RAD5 contiene una secuencia 
MluI en la posición -137 y otra secuencia relacionada (5'-GCGCGT-3'), en la posición       
-161 (Johnson et al, 1992), lo que sugiere que la transcripción de Rad5 podría estar 
regulada de una forma dependiente del ciclo celular por estas secuencias. Es más, RAD5 
se identifica por como uno de los múltiples genes cuyos transcritos oscilan en el ciclo 
celular, con un pico de expresión en G1 (Spellman et al, 1998). Por otra parte, Rad5 
contiene varias “cajas de destrucción” (D-boxes) en su secuencia -dos que cumplen el 
consenso mínimo, R-X-X-L, y otra con el consenso completo, R-X-X-L-X-X-X-X-N/D/E-, 
que podrían ser dianas del complejo promotor de anafase (APC) y dar lugar a la 
degradación de la proteína por proteasoma (King et al, 1996). 
La regulación de Rad5 contrasta con la de otros componentes de la ruta 
RAD6/RAD18, como Rev1, cuyos niveles muestran un pico de expresión en G2/M 
(Sabbioneda et al, 2007; Waters y Walker, 2006). Rev1 actúa como plataforma de unión 
para otras polimerasas de TLS y es imprescindible para la unión de Pol ζ (Acharya et al, 
2006; Hirano y Sugimoto, 2006; Lawrence, 2002; Masuda et al, 2003), y su ausencia 
durante la fase S podría provocar que, aunque PCNA se encontrase monoubiquitilado, 
Pol ζ no se uniese a PCNA, y que la unión de Pol η fuera quizás menos eficiente durante 
la fase S que en G2/M, cuando los niveles incrementados de Rev1 podrían facilitar su 
unión. Esta regulación sugiere que las polimerasas de TLS actúan tras el grueso de la 
replicación del genoma. Teniendo todos los datos en cuenta, se puede concluir que la 
regulación de estas proteínas de la ruta RAD6/RAD18 permite que las células usen 
preferentemente la rama libre de error como primera opción durante la fase S, ya sea 
acoplada a la maquinaria de replicación o tras el paso de esta, de una forma post-
replicativa, dejando la posible acción mutagénica de las polimerasas de síntesis 
translesión restringida a G2/M, donde podrían funcionar como un último recurso para la 
tolerancia de las lesiones (Figura D3). 
 
7. La localización de Rad5 está regulada en respuesta a la presencia de daño en el 
DNA 
El análisis de la regulación de Rad5 en el ciclo celular que hemos realizado ha 
indicado también que el aumento de los niveles de esta proteína durante la fase S debe 
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ser suficiente para la tolerancia del daño exógeno, al menos hasta el grado inducido en 
este trabajo, ya que no se observan cambios significativos en la expresión de la proteína 
tras el tratamiento con MMS. No obstante, en respuesta a estas condiciones de estrés 
genotóxico, Rad5, que en ausencia de daño en el DNA se encuentra dispersa en el 
núcleo, se acumula y forma focos nucleares. Además, esta relocalización de Rad5 ocurre 
en la fase S, pero no en G2/M, lo que estaría de acuerdo con el papel fundamental que 
hemos mostrado para Rad5 durante la replicación de un DNA dañado. La formación de 
focos de Rad5 se observa también en las células que portan versiones mutantes de la 
proteína -Rad5-I916A, Rad5-GAA y Rad5-I916A/GAA- y es, por tanto, independiente de 
las actividades catalíticas de la proteína. 
Nuestros resultados muestran también, que Rad5 se relocaliza específicamente 
en respuesta a ciertos tipos de daño, formando focos tras el tratamiento de las células 
con MMS o H2O2, pero no después de tratar las células con luz UV, reflejando 
probablemente el pequeño papel que juega Rad5, en comparación con TLS en la 
tolerancia de las lesiones causadas por tratamiento agudo con luz UV (Daigaku et al, 
2010). Por otra parte, hemos encontrado que la acumulación de Rad5 es una respuesta 
específica a las lesiones en el DNA que bloquean las horquillas de replicación. Así, la 
formación de focos de Rad5 no es simplemente una consecuencia de la parada de las 
horquillas de replicación, ya que no se observa bajo condiciones de estrés replicativo que 
no van asociadas a lesiones en el DNA, como el tratamiento con hidroxiurea. La 
acumulación de Rad5 es por tanto una respuesta a la presencia de daño en el material 
genético durante la replicación cromosómica. Por otra parte, los estudios que hemos 
llevado a cabo indican que la formación de focos de Rad5 ocurre independientemente de 
Rad18 y, por lo tanto, no requiere su reclutamiento por esta proteína o la ubiquitilación de 
PCNA que se produce en situaciones de daño en el DNA. Estos datos estarían de 
acuerdo con la observación de que la asociación de Rad5 y Rad18 a la cromatina se 
produce de forma independiente, a pesar de su colocalización (Ulrich y Jentsch, 2000). 
Este modo independiente de localización permitiría probablemente una rápida respuesta 
celular, que podría coincidir con el reclutamiento de Rad18 y la monoubiquitilación de 
PCNA, la cual podría facilitar el acceso de Rad5 a los sitios de daño y la inmediata 
poliubiquitilación de PCNA, lo que iniciaría de forma eficiente los mecanismos de baipás 
por intercambio de molde, al mismo tiempo que dificultaría el posible acceso de las 
polimerasas de TLS a las lesiones.  
 Asimismo, nuestros estudios han mostrado que los focos de Rad5 se forman 
también en ausencia del checkpoint de la fase S, lo que indica que ambos procesos 
constituyen rutas de señalización independientes, aunque respondan a similares 
estímulos. Por tanto, la activación de los mecanismos de tolerancia al daño en el DNA, 
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tanto en lo referente a la ubiquitilación de PCNA por Rad18/Rad6, como se ha explicado 
en la Introducción, como con respecto a la acumulación de Rad5, son independientes de 



















Figura D4. Regulación simultánea e independiente del checkpoint y distintos componentes de la ruta 
de tolerancia al daño RAD6/RAD18. Las lesiones que bloquean la horquilla de replicación provocan un 
desacoplamiento de la helicasa y polimerasas replicativas que da lugar a la exposición de DNA de cadena 
sencilla recubierto por RPA, lo cual origina la activación del checkpoint de fase S mientras que 
simultáneamente se produce la monoubiquitilación de PCNA por Rad18 y Rad6, la relocalización de Rad5 a 
focos nucleares y la translocación al núcleo del complejo Ubc13/Mms2, lo que permitirá la poliubiquitilación 
de PCNA y la actuación de la rama dependiente de Rad5 para permitir la replicación del DNA metilado. 
 
En conjunto, nuestros resultados amplían nuestra comprensión sobre cómo está 
regulada la ruta dependiente de Rad5 en respuesta a la presencia de lesiones en el 
material genético. Proponemos que, como consecuencia del daño en el DNA, Rad18 se 
recluta a la cromatina y que Rad5, de forma independiente, se relocaliza dentro del 
núcleo y forma focos en la fase S. Al mismo tiempo, sus enzimas E2 conjugadoras de 
ubiquitina complementarias, Ubc13 y Mms2, se relocalizan desde el citoplasma al núcleo 
(Ulrich y Jentsch, 2000), todo ello ocurriendo en paralelo pero independientemente de la 
activación del checkpoint de la fase S (Figura D4). Es posible que la acumulación de 
Rad5 en focos discretos facilite su interacción con Rad18 y Ubc13/Mms2, así como el 
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acceso a las lesiones en el DNA, contribuyendo así al proceso de tolerancia al daño en el 
DNA libre de error. 
 
8. Rad5 puede actuar después de que la mayor parte del genoma se haya replicado 
Los datos que se presentan en esta tesis indican que Rad5 lleva a cabo su 
función durante la replicación cromosómica, y que tiene un papel directo en las horquillas 
de replicación, confirmando su posible papel asociado a la maquinaria replicativa. Sin 
embargo, como se explica en la Introducción, se ha demostrado que TLS y los 
mecanismos de tolerancia al daño libres de error son funcionales después de que se 
haya completado la replicación de la mayor parte del genoma (Daigaku et al, 2010; 
Karras y Jentsch, 2010), probablemente rellenando los huecos de cadena sencilla que 
quedan cuando las horquillas reinician la replicación al otro lado de las lesiones. De 
acuerdo con dichos trabajos, nuestros resultados también indican que la función de Rad5 
puede llevarse a cabo después de que la replicación de la mayor parte del DNA se haya 
llevado a cabo, al final de la fase S. En nuestros experimentos mostramos que las 
consecuencias de la exposición al MMS en células que no tienen la proteína Rad5 son en 
gran parte reversibles por la nueva expresión de la misma, no solo durante la fase S, sino 
incluso después de la replicación de la mayor parte del genoma. Estos datos podrían 
apoyar una actuación post-replicativa de la rama de tolerancia al daño en el DNA 
dependiente de Rad5, sugiriendo que su función no estaría solo asociada a las horquillas 
de replicación, sino que podría actuar promoviendo que se completen los huecos dejados 
en la nueva cadena frente a las lesiones. Igualmente, es posible que cuando Rad5 se 
expresa de novo, actúe simplemente sobre horquillas que se han mantenido bloqueadas 
por una lesión mientras progresaba el conjunto de la replicación, permitiendo que la 
horquilla detenida reinicie su avance. 
Por otra parte, el hecho de que tras eliminar el agente causante del daño se 
observe progresión de la replicación en las células carentes de Rad5 por citometría de 
flujo, mientras que el checkpoint permanece activo y por tanto inhibiendo el disparo de 
orígenes tardíos, sugiere que la replicación que se observa puede ser debida a un reinicio 
de las horquillas de replicación después de las lesiones. Este proceso dejaría huecos 
(gaps) en una de las cadenas, al menos en una parte significativa de la población, que en 
ausencia de Rad5 no podrían rellenarse, lo cual sugiere que un modo de actuación post-
replicativo de Rad5 también es posible. 
Como ya se mencionó en la Introducción, la actuación de Rad5 en las horquillas 
de replicación o detrás de las mismas es aún un tema para el debate. 
Independientemente de si DDT puede funcionar de una u otra forma, la acción mediada 
por Rad5 ocurriría de forma parecida en cualquier caso, probablemente a través de un 
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mecanismo de recombinación, dando lugar a estructuras de DNA con forma de X que 
implican uniones de cromátidas hermanas (Branzei et al, 2008; Minca y Kowalski, 2010). 
El hecho de que además Rad5 actúe directamente en las horquillas de replicación deja 
abierta también la posibilidad de que esta proteína actúe facilitando la regresión de las 
horquillas de replicación bloqueadas, como se ha explicado anteriormente. 
Nuestros resultados indican que la progresión de las horquillas de replicación es 
defectiva en ausencia de Rad5, y que necesita las actividades catalíticas de esta proteína, 
lo cual es una fuerte indicación de que Rad5 tiene un papel en las horquillas. Del mismo 
modo, también mostramos que Rad5 puede actuar tras la replicación de la mayor parte 
del genoma, lo que sugiere, pero no implica, que el modo de acción post-replicativo es 
también posible. Teniendo en cuenta todo lo anterior, proponemos que la rama libre de 
error dependiente de Rad5 de la ruta RAD6/RAD18 funciona habitualmente durante la 
fase S, y que puede actuar tanto en las horquillas como por detrás de la replicación en 
curso, probablemente dependiendo del tipo específico de lesión o del sitio particular del 
daño. Todo esto pone de manifiesto un robusto sistema libre de error de tolerancia al 
daño en el DNA que probablemente actúe principalmente durante la fase S, asociado a la 
replicación, pero que también podría funcionar incluso cuando se ha completado la 
síntesis del grueso del DNA. 
 
9. La tolerancia al daño en el DNA y su implicación en cáncer 
 La eficiente función de Rad5 es crítica para el mantenimiento de la estabilidad del 
genoma y la viabilidad celular cuando las células sufren daño en el DNA. Evita el riesgo 
de mutagénesis, la cual está directamente relacionada con el desarrollo del cáncer 
(Alexandrov et al, 2013; Nik-Zainal et al, 2012). De hecho, HLTF, uno de los ortólogos 
humanos de RAD5, se encuentra frecuentemente inactivado en varios tipos de cáncer, y 
se propone como un potencial gen supresor de tumores. Por otra parte, el promotor de 
HLTF se encuentra metilado en el 43% de los tumores primarios de colon, lo que indica 
que la inactivación de HLTF es un suceso frecuente en la tumorogénesis de colon 
(Moinova et al, 2002), y también se ha observado metilación en la región promotora de 
HLTF en cánceres del tracto digestivo o uterinos (Debauve et al, 2008; Fukuoka et al, 
2006; Hibi et al, 2003; Leung et al, 2003; Oue et al, 2006). Asimismo, los niveles de HLTF 
son muy bajos en algunas líneas celulares cancerosas (MacKay et al, 2009). Es más, 
también se ha observado sobreexpresión de varias formas truncadas de HLTF en varios 
tipos de cáncer, que podrían actuar como dominantes negativos (Capouillez et al, 2009; 
Capouillez et al, 2011). SHPRH, el segundo ortólogo humano de RAD5, se encuentra 
mutado en distintas líneas cancerosas (Sood et al, 2003). En estas situaciones, al estar 
ausente la rama libre de error, cobraría mayor importancia la rama de TLS, lo que a su 
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vez aumentaría la mutagénesis contribuyendo al proceso transformante de estas células. 
Aunque aún son necesarios más estudios que clarifiquen el papel de HTLF y de SHPRH, 
la extrapolación de algunos de los resultados obtenidos en esta tesis a células humanas 
implicaría que determinadas células tumorales serían extremadamente sensibles a 
algunas de las drogas que interfieren con la replicación del DNA, debido a sus defectos 
en la rama libre de error de la ruta RAD6/RAD18. Estos defectos podrían, en principio, 
explotarse para mejorar algunas estrategias en el tratamiento del cáncer De hecho, la 
modulación de los mecanismos de tolerancia al daño en el DNA se perfila como un 
complemento esperanzador a la quimioterapia antitumoral convencional (Lange et al, 



























































	   	   133	  
 
1. La tolerancia al daño en el DNA originado por el agente alquilante metil 
metanosulfonato durante la fase S se lleva a cabo principalmente por la rama libre de 
errores de la ruta RAD6/RAD18, mediada por Rad5, mientras que la contribución de la 
síntesis a través de lesiones a esta respuesta celular es muy minoritaria. 
 
2. Rad5 es estrictamente necesaria para la progresión de las horquillas de replicación a 
través de un DNA dañado por MMS. 
 
3. Las actividades E3 ubiquitina-ligasa y ATPasa/helicasa de Rad5 son necesarias para 
la función de esta proteína en la tolerancia al daño en el DNA durante la replicación 
cromosómica. 
 
4. Las actividades E3 ubiquitina-ligasa y ATPasa/helicasa de Rad5 no son 
independientes, sino que operan de forma secuencial. 
 
5. Rad5 está regulada en el ciclo celular y muestra un pico de expresión en la fase S, lo 
cual apoya el papel de esta proteína durante la replicación cromosómica. 
 
6. Los niveles de Rad5 no están regulados en respuesta al daño en el DNA, pero la 
proteína se relocaliza formando focos nucleares como consecuencia de la presencia de 
lesiones en el material genético, lo cual puede facilitar su función. 
 
7. La relocalización de Rad5 bajo condiciones de daño en el DNA no requiere de su 
actividad catalítica, y es independiente de Rad18 -y por tanto de la ubiquitilación de 
PCNA-, así como de la actuación del checkpoint de la fase S. 
 
8. Rad5 ejerce su función principalmente durante la fase S y tiene un papel directo en las 
horquillas de replicación, si bien puede actuar una vez que la mayor parte del genoma se 
ha replicado, al final de la fase S, lo que deja abierta la posibilidad de que también actúe 
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